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1 Einführung
1 Einführung
1.1 Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ist ein bedeutender hormo-
neller Regelkreis im menschlichen Organismus. Es reguliert durch komplexe
gegenseitige Wechselwirkungen den Wasser- und Elektrolythaushalt des Körpers,
sowie über verschiedene Mechanismen die langfristige Einstellung des systemi-
schen Blutdruckes. Diese Effekte sind seit geraumer Zeit hinlänglich bekannt und
beschrieben. Zur Veranschaulichung des Regelkreises soll Abbildung 1 dienen:
AGT ATvI
AT1R
ATvII
Renin ACE
Durst Na+-Retention Vasokonstriktion
H2O Na+
Extrazellulärvolumen Blutdruck
Prorenin
AldosteronADH
Abb. 1: Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System.
Ausgangpunkt des Systems ist Renin. Dieses Protein wird in den Juxtaglomerulä-
ren Zellen (JG-Zellen) der Nierenglomerula synthetisiert, die sich in der Rinde des
Nierenparenchyms befinden. Durch die Abspaltung einer n-terminalen Aminosäu-
resequenz aus seinem Präkursor Prorenin entsteht Renin, welches in Vesikeln der
JG-Zellen gespeichert wird. Durch weiter unten beschriebene Sekretionsstimuli
wird es in die nahegelegenen, afferenten Arteriolen der Glomerula abgegeben und
gelangt daraufhin in den systemischen Kreislauf. Zudem scheint auch eine nicht
unerheblich große Menge an Prorenin freigesetzt zu werden, dessen biologische
Bedeutung jedoch noch unklar ist [1].
Renin ist eine Endopeptidase, dessen Substrat das in der Leber kontinuierlich
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synthetisierte Plasmaprotein Angiotensinogen (AGT) ist. Von diesem Protein wird
durch Renin im geschwindigkeitslimitierenden Schritt der RAAS-Kaskade ein n-
terminales Dekapeptid abgespaltet, das biologisch inerte Angiotensin I (AT I, auch
Ang 1-10). Durch Abspaltung zweier c-terminaler Aminosäuren wird AT I durch
das Angiotensin Converting Enzyme (ACE) zum biologisch aktiven Metaboliten
Angiotensin II (AT II, Ang 1-8) umgesetzt. ACE ist eine membrangebundene Metal-
loproteinase, welche nahezu ubiquitär endothelial exprimiert wird, in besonders
hoher Dichte jedoch in der Lungenstrombahn sowie in der Niere [1].
Die Aufgabe des AT II ist die Regulation es extrazellulären Volumens und des
Blutdrucks. Dies geschieht über folgende Mechanismen:
• Resorption von Na+-Ionen im proximalen Nierentubulus
• Stimulation der Aldosteronproduktion in der Nebennierenrinde
• Auslösen von Durst und Salzappetit über zentrale Mechanismen
• Stimulation der Sekretion von Vasopressin (ADH) in der Hypophyse
AT II wirkt zudem auf die glatten Gefäßmuskelzellen als starker Vasokonstriktor
und steigert dadurch rasch den Gefäßwiderstand und den systemischen Blutdruck,
was durch die langsamere Erhöhung des Extrazellulärvolumens unterstützt wird.
Seine Wirkungen vermittelt das AT II über spezifische Oberflächenrezeptoren,
allen voran über den AT1-Rezeptor (AT1R).
Reguliert wird das System über die Freisetzung des Renins. Die wichtigsten
Stimuli sind:
• Abfall des Blutdruckes in den afferenten Arteriolen der Nierenkörperchen
• gesteigerter Sympathikotonus über β1-Rezeptoren der JG-Zellen
• erniedrigte Konzentrationen von Cl−-Ionen an der Macula densa der distalen
Nierentubuli
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Reduziert wird die Reninfreisetzung durch hohen Blutdruck und Salzüberschuss,
sowie über eine negative Rückkopplung durch AT II [1].
Aldosteron ist ein dem AT II nachgeschaltetes Effektormolekül im RAAS. Es han-
delt sich dabei um eine Steroidhormon, also ein Derivat des Cholesterols, dessen
Wirkungen auf der Ebene der Gen-Expression vermittelt werden. Es steigert, nach
Bindung an seinen Rezeptor, die Expression von Natrium- und Kalium-Kanälen
in den Nierentubuli. Effektiv führt dies zu einer gesteigerten Na+-Retention und
K+-Sekretion. Seine Ausschüttung in der Nebennierenrinde wird vor allem wie
erwähnt durch AT II sowie durch Hyperkaliämie gesteigert [1].
Das angesprochene Vasopressin, auch Antidiuretisches Hormon (ADH) ge-
nannt, ist ein Peptidhormon, welches die Blutosmolarität und das extrazelluläre
Volumen durch Wasserretention in den Sammelrohren des Nierenmarks reguliert.
Außerdem wirkt es als Vasokonstriktor, vor allem auf die Kapazitätsgefäße. Es
wird in neuroendokrinen Zellen des Hypothalamus synthetisiert und über die
Neurohypophyse ausgeschüttet. Die Sekretionsstimuli sind erhöhte Osmolarität
des Blutes sowie erhöhte AT II-Plasmakonzentrationen [1].
Somit bewerkstelligt das RAAS seine Aufgaben durch verschiedene Mechanis-
men auf direktem und indirektem Wege. Der Blutdruck wird unmittelbar durch
eine Engstellung der Widerstandsgefäße durch Angiotensin II gesteigert, außer-
dem führt die Erhöhung des Extrazellulärvolumens durch Natrium- und Wasser-
Retention durch AT II sowie konsekutiv durch Aldosteron und ADH indirekt
ebenfalls zu einem Blutdruckanstieg. Der Haushalt der wichtigsten Elektrolyte
Na+ und K+ wird ebenfalls durch das RAAS in engen physiologischen Grenzen
gehalten [1].
Die Signaltransduktion erfolgt über spezifische Rezeptoren für Angiotensin II
und Aldosteron. AT II besitzt nach heutigem Kenntnisstand mindestens vier
Rezeptor-Subtypen [2]. Die meisten der oben genannten Wirkungen von Angio-
tensin II werden durch den AT1-Rezeptor (AT1R) vermittelt, was pharmakologisch
3
1 Einführung
durch spezifische Rezeptorblockade mittels der Stoffgruppe der Sartane genutzt
wird, beispielsweise bei arterieller Hypertonie [3].
Aldosteron vermittelt seine Wirkungen über den Mineralocorticoid-Rezeptor
(MCR) aus der Familie der nukleären Steroidhormon-Rezeptoren, zu denen unter
anderem auch der Vitamin D-Rezeptor und der Glukokortikoid-Rezeptor gehören.
Diese Rezeptoren sind Transkriptionsfaktoren, welche nach Bindung ihres jewei-
ligen Liganden in Zellkern wandern. Dort binden sie an spezifische Sequenzen
in der Promotorregion bestimmter Gene und verstärken oder vermindern damit
deren Expression . Dieser Mechanismus ist langwierig, sodass Effekte erst nach
geraumer Zeit in Erscheinung treten [1].
Neben den „klassischen“ Aufgaben des RAAS sind in den vergangenen zwei
Dekaden weitere, bislang unbekannte Wirkungen dieses Hormonsystems bekannt
geworden. Die überraschende Entdeckung von Komponenten des RAAS in ver-
schiedensten Geweben des menschlichen Organismus hat zur Hypothese eines
vom systemischen Hormonsystem mehr oder weniger unabhängigen „Gewebe-
RAAS“ geführt, welches als auto- und parakrines System lokale Wirkungen ent-
faltet [4].
So gibt es zunehmend Evidenz dafür, dass lokale RAA-Systeme eine bedeu-
tende Rolle bei der Regulation physiologischer Vorgänge auf Zellebene, wie etwa
Zellwachstum, Proliferation und Apoptose spielen. „Gewebe-RAAS“ sind mittler-
weile für zahlreiche Organsysteme des Menschen beschrieben worden, so zum
Beispiel in Herz, Gefäßsystem, Gastrointestinaltrakt und Niere. Aber auch in
Organen wie ZNS, Fettgewebe oder Zellen des Immunsystems scheinen lokale
RAAS-Effekte essentiell zu sein. Jedoch ist oftmals strittig, in wie weit zirkulie-
rende, systemische RAAS-Komponenten einen wesentlichen Einfluss auf diese
Gewebeprozesse haben [4].
Das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System spielt auch eine herausragende Rolle
bei der Pathophysiologie zahlreicher, klinisch hochrelevanter Erkrankungen. So
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gehören Pharmaka zur Dämpfung des RAAS zu den am häufigsten verschriebe-
nen Medikamenten weltweit, zum Beispiel ACE-Inhibitoren oder AT1-Rezeptor-
Antagonisten. Zu den Anwendungsbereichen zählen unter anderem Nieren- und
Hochdruckerkrankungen, Herzinsuffizienz und Atherosklerose, allesamt „Volks-
krankheiten“ mit immenser gesellschaftlicher Bedeutung [3].
Auf Gewebeebene spielen parakrine RAAS bei chronisch-entzündlichen und
proliferativen Prozessen eine wichtige Rolle, deren Ausmaß erst zunehmend ver-
standen wird. Durch Interaktionen mit wichtigen proinflammatorischen und pro-
liferativen Zytokinen und Transkriptionsfaktoren, wie etwa dem TNF-α („Tumor-
Nekrose-Faktor alpha“), dem TGF-β1 („Transforming-Growth-Factor β1“) oder
dem NFκB („Nuclear Factor ’kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-Cells“),
nehmen lokale RAAS Einfluss auf immunologische und fibrotische „remodeling“-
Prozesse verschiedener Organe [5, 6, 7].
Bedeutsam war in diesem Zusammenhang auch die Entdeckung bislang unbe-
kannter Angiotensin-Moleküle ab den achtziger Jahren des letzten Jahrhunderts,
welche auf neu aufgedeckten Wegen aus den altbekannten AT I und AT II ent-
stehen. Diese „neuen“ Angiotensine scheinen dabei teilweise als physiologisches
Gegengewicht in Balance mit den primären Wirkungen des RAAS zu stehen. Eine
zunehmende Zahl dieser Effektormoleküle wurde seitdem identifiziert, deren
physiologische und pathophysiologische Rolle bei unterschiedlichen Krankheits-
prozessen jedoch zum Großteil noch unklar ist [8].
In den Fokus der Aufmerksamkeit rückte in den letzten Jahren vor allem der
enzymatische Signalweg eines neuentdeckten ACE-Homologes, der sogenannten
Angiotensin Converting Enzyme-related Carboxypeptidase (ACE 2), deren Erstbe-
schreibung Donoghue et al im Jahre 2000 gelang [9]. Dieses Enzym spaltet AT II
durch Hydrolyse der einzelnen, c-terminalen Aminosäure zu einem Heptapeptid,
dem Angiotensin 1-7 (Ang 1-7). Alternativ metabolisiert es mit geringerer Affinität
AT I, ebenfalls durch c-terminale Abspaltung einer Aminosäure, zu Ang 1-9, wel-
ches dann durch das herkömmliche ACE zu Ang 1-7 weiter verkürzt werden kann.
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ACE 2 scheint auf diese Weise die herkömmliche Enzymkaskade des RAAS zu
antagonisieren, woraus letztendlich erniedrigte AT II-Konzentrationen resultieren.
Dies geschieht nach heutiger Ansicht durch direkten Abbau von AT II zu Ang
1-7, sowie durch Reduktion der Verfügbarkeit von AT I als Hauptsubstrat des
primären RAAS-Signalwegs. Interessanterweise wird ACE 2 dabei nicht durch die
therapeutischen Substanzen der ACE-Inhibitoren beeinflusst [9].
Neben diesen beiden Hauptachsen des RAAS über ACE und ACE 2 existie-
ren möglicherweise weitere, gewebespezifische Reaktionskaskaden, welche zur
Produktion von AT II und weiteren Angiotensinen beitragen könnten. Zu den
potentiellen Enzymen dieser alternativen Signalwege zählen unter anderem das
„Chymostatin-sensitive Ang II Generating Enzyme“ (CAGE), Chymase, t-PA und
Cathepsin G. Diese Erkenntnisse stammen zumeist aus in vitro-Studien, sodass
die physiologische Bedeutung dieser Enzyme fraglich bleibt [10].
Abbildung 2 zeigt das „erweiterte RAAS“ in der Übersicht:
Abb. 2: Das erweiterte RAAS. Modifiziert nach Steven A. Atlas, 2007
Obwohl die biologische Bedeutung dieser „neuen“ Angiotensine bislang nur
unvollständig aufgeklärt ist, scheint zumindest Ang 1-7 eine spezifische, die blut-
drucksteigernden und proliferativen Wirkungen des AT II antagonisierende Rolle
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einzunehmen [11, 12, 13]. Seine Wirkungen werden hierbei durch den sogenannten
Mas-Rezeptor vermittelt, einem bislang wenig beachteten, G-Protein-gekoppelten
Proto-Onkogen [14].
1.2 Vitamin D: Wirkungen und Interaktionen
Vitamin D ist ein prominentes Mitglied der Familie der steroidalen Hormone.
Ursprünglich wurde als Aufgabe dieses Hormones lange Zeit lediglich die Regu-
lation des Calcium- und Phosphathaushaltes sowie des Knochenmetabolismus
angesehen. Sein aktiver Metabolit, 1, 25(OH)2-Vitamin D3, fördert die Calcium-
und Phosphatresorption im Dünndarm und steigert die Reabsorption der beiden
Elektrolyte in den Nierentubuli. Die Calcium-Reabsorption wird hierbei teilweise
indirekt über eine erhöhte Freisetzung von Parathormon (PTH) in der Neben-
schilddrüse bei reduziertem Serum-Calcium-Spiegel vermittelt. Im Skelett ist das
Hormon essentiell zur Aufrechterhaltung einer adäquaten Mineralisierung der
Knochenmatrix, ebenfalls in komplexem Zusammenspiel mit PTH und Calcium
[15].
Mittlerweile ist weithin bekannt, dass 1, 25(OH)2-Vitamin D3 neben diesen sys-
temischen Hormonwirkungen weitere, vom Calcium-Phosphat-Haushalt unab-
hängige Wirkungen im Sinne eines parakrinen Gewebehormons besitzt. So unter-
drückt 1, 25(OH)2-Vitamin D3 das Zellwachstum, reguliert Apoptose und besitzt
immunmodulatorische Eigenschaften [16, 17, 18].
Eine weitere interessante Wirkung von 1, 25(OH)2-Vitamin D3 ist die Interakti-
on mit dem oben vorgestellten Renin-Angiotensin-Aldosteron-System. 1, 25(OH)2-
Vitamin D3 wirkt dabei als negativer endokriner Regulator auf die Renin-Synthese
und reduziert damit die Aktivität des RAAS, und zwar unabhängig von Calcium-
und PTH-Spiegeln [19]. Der „cross-talk“ dieser beiden Hormonsysteme wird unter
anderem für die positive Wirkung einer Vitamin D-Substitution auf den Blutdruck
verantwortlich gemacht, was aktuell auch in therapeutischer Hinsicht Gegenstand
intensiver Forschung ist [20].
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Zur Verdeutlichung der Interaktion von 1, 25(OH)2-Vitamin D3 und RAAS dient
Abbildung 3:
Abb. 3: Interaktion von Vitamin D und RAAS. Nach Y.C. Li et al, 2004
1, 25(OH)2-Vitamin D3 hemmt die Renin-Expression und reguliert die PTH-Se-
kretion. Damit hat es direkt und indirekt über Plasma-Calciumkonzentrationen
Einfluss auf kardiovaskuläre Funktionen und die langfristige Blutdruckregulation.
Vermittelt wird der Signalweg von 1, 25(OH)2-Vitamin D3 dabei durch den Vit-
amin D-Rezeptor (VDR), welcher, wie der oben bereits beschriebene Mineralocorti-
coid-Rezeptor, aus der Familie der nukleären Steroidhormon-Rezeptoren stammt.
Neben den Wirkungen des VDR auf Transkriptionsebene sind auch schnelle
Hormonwirkungen bekannt, welche nach wenigen Minuten bis Stunden auftreten
und nicht mit den weiter oben dargestellten Mechanismen der Genexpression
erklärbar sind [21]. Neuere Hypothesen gehen davon aus, dass neben dem klassi-
schen, nukleären VDR ein membranständiger, in Caveolen konzentrierter VDR
existiert, welcher hauptverantwortlich für die Vermittlung dieser „rapid respon-
ses“ ist [22].
Ursprünglich nach seiner Entdeckung als klassisches Vitamin deklariert, ist der
adulte menschliche Organismus sehr wohl in der Lage, Vitamin D unter Vorausset-
zungen in suffizienter Quantität selbst zu synthetisieren. Ausgangsmolekül für die
de novo-Synthese ist hierbei das ebenfalls endogen hergestellte Cholesterol-Derivat
8
1 Einführung
7-Dehydrocholesterol. Durch Ringspaltung am B-Ring des 7-Dehydrocholesterols
unter UVB-Lichtexposition im stratum basale der Epidermis und nachfolgender
Isomerisation entsteht das Secosteroid Cholecalciferol (= „Vitamin D3“) [23]. In
der Leber wird Vitamin D3 enzymatisch am C25-Atom zu 25(OH)-Vitamin D3
hydroxyliert, welches die hauptsächliche im Blut zirkulierende und somit als
klinischer Parameter messbare Form des Vitamin D darstellt. Der Transport des
lipophilen Moleküls erfolgt dabei hauptsächlich über das Vitamin D-bindende Pro-
tein (DBP), sowie in weitaus geringerem Maße an Albumin gebunden. Schließlich
wird das 25(OH)-Vitamin D3 in der Niere durch die 1α-Hydroxylase am C1-Atom
zum biologisch aktiven Metabolit 1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol (1, 25(OH)2D3
= Calcitriol) hydroxyliert. Eine exogene Zufuhr pflanzlicher oder tierischer Vit-
amin D-Vorstufen, im wesentlichen Ergocalciferol (= „Vitamin D2“) respektive
Cholecalciferol (= „Vitamin D3“), ist zumindest theoretisch nicht essentiell [24].
Dennoch herrscht in den westlichen Ländern eine hohe Prävalenz von Vitamin D-
Mangel. So stellten Tangpricha et al fest, dass bis zu 30% der untersuchten Pro-
banden, junge, gesunde Erwachsene in den USA, an Vitamin D-Mangel litten.
Auffällig war hierbei vor allem eine signifikante Zunahme der Prävalenz in den
Wintermonaten [25]. Zurückgeführt wird dies auf geringe UV-Lichtexposition,
vor allem im Winter, sowie auf Ernährungsgründe. Die 2008 erschiene Nationale
Verzehrsstudie II des Bundesministeriums für Ernährung, Landwirtschaft und
Verbraucherschutz kam zu dem Ergebniss, dass insgesamt 82% der Männer und
91% der Frauen in Deutschland die von der Deutschen Gesellschaft für Ernährung
empfohlene Zufuhr von 5 µg pro Tag nicht erreichten (siehe Abb. 4 auf Seite 10)
[26].
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Abb. 4: Mediane Vitamin D-Zufuhr in % der empfohlenen Tageszufuhr.
Aus: Nationale Verzehrsstudie II, 2008
In den USA und anderen Ländern werden sogar noch höhere Tagesdosen von
10-15 µg pro Tag empfohlen, bei Personen ab 70 Jahren gar 20 µg [27]. Durch
chronischen Vitamin D-Mangel hervorgerufene Erkrankungen umfassen den se-
kundären Hyperparathyreoidismus, Osteoporose, Osteomalazie sowie die Ra-
chitis bei Kindern, einem Krankheitsbild mit weltweit steigender Inzidenz und
hoher sozioökonomischer Bedeutung [28]. Die überraschend hohe Prävalenz von
Vitamin D-Mangel ist jedoch auch deshalb von Bedeutung, da aufgrund epi-
demiologischer und ernährungswissenschaftlicher Daten eine Assoziation von
subklinischem Vitamin D-Mangel mit arterieller Hypertonie, Diabetes Mellitus
sowie verschiedenen Autoimmunkrankheiten und Malignomen als gesichert gilt
[29].
Die chronische Niereninsuffizienz ist eine der wichtigsten ätiologischen Ursachen
für einen Vitamin D-Mangel. Aus dem Untergang von Parenchym und dem fi-
brotischen Umbau in den Nieren resultiert ein Verlust sowohl der exokrinen als
auch der endokrinen Funktion [30]. Verschiedene Studien zeigten auch eine hohe
Prävalenz von Vitamin D-Mangel bei Patienten, die ein Nierenersatzverfahren mit-
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tels Peritonealdialyse erhielten, zum Teil waren über 90% der Patienten betroffen
[31, 32].
Klassische Symptome des Vitamin D-Mangels sind Knochenschmerzen und
Muskelschwäche, also Zeichen der Hypokälziämie [30]. Mittelfristig reagiert der
Körper auf chronisch erniedrigte Kalzium-Spiegel mit einer erhöhten Ausschüt-
tung von Parathormon aus der Nebenschilddrüse, es kommt zum sogenannten
sekundären Hyperparathyreoidismus. Die Folgen davon sind oftmals Osteoporo-
se, Urolithiasis und Verkalkungen der Gefäße. Therapeutisch wird 1, 25(OH)2D3
und Calcium substituiert, um den Hormon- und Mineralhaushalt wieder in Ho-
möostase zu bringen [30].
1.3 Chronische Niereninsuffizienz und Peritonealdialyse (PD)
Die chronische Niereninsuffizienz ist die gemeinsame Endstrecke verschiede-
ner Erkrankungen und ist gekennzeichnet durch den Verlust der glomerulären,
tubulären und endokrinen Funktion der Nieren. Die Inzidenz der chronischen
Niereninsuffizienz wird mit 10-60/100.000 pro Jahr angegeben, dies entspricht für
Deutschland 8-48.000 Neuerkrankungen jährlich [30].
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Abb. 5: Ätiologie der chron. Niereninsuffizienz in Deutschland, Stand: 2006.
Nach Frei und Schober-Halstenberg, 2008
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Laut der letzten Erhebung der „QualitätsSicherung Nierenersatztherapie (QuaSi-
Niere) gGmbH“, einer gemeinnützigen Gesellschaft unter Initiative des Bundesmi-
nisteriums für Gesundheit, war die häufigste Ursache der chronischen Nierenin-
suffizienz im Jahr 2006 in Deutschland die diabetische Nephropathie, gefolgt von
der vaskulären (hypertensiven) Nephropathie und den Glomerulonephritiden
(siehe Abb. 5 auf Seite 11) [33].
Klinisch zeigt sich bei der chronischen Niereninsuffizienz zu Beginn häufig Po-
lyurie mit Isothenurie, Hypertonie und Lidödeme, im weiteren Verlauf dann
eine Verschlechterung des Allgemeinzustandes und des Ernährungszustandes,
Oligurie mit Überwässerung und Symptome der Urämie durch Akkumulation
harnpflichtiger Substanzen [30].
Laborchemisch findet sich ein Anstieg der Retentionswerte Kreatinin und
Harnstoff, eine Hyperkaliämie, eine renale Anämie, metabolische Entgleisungen
sowie Proteinurie und Hypoalbuminämie [30].
Die chronische Niereninsuffizienz wird gemäß der National Kidney Foundation
(NKF) in den USA anhand der Glomerulären Filtrationsrate (GFR) in fünf Stadien
eingeteilt:
Stadium Bezeichnung GFR 
(ml/min/1,73m²) 
   
0 Erhöhtes Risiko für Niereninsuffizienz ≥ 90 
1 Nierenschädigung bei normaler Nierenfunktion ≥ 90 
2 Nierenschädigung mit milder Niereninsuffizienz 60-89 
3 Mittelschwere Niereninsuffizienz 30-59 
4 Schwere Niereninsuffizienz 15-29 
5 Nierenversagen < 15 
 
Abb. 6: Stadien der chron. Niereninsuffizienz nach der NKF
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Therapeutisch steht die Behandlung der Grunderkrankung an erster Stelle, um die
Progression der Niereninsuffizienz zu verhindern. Weitere Maßnahmen sind das
Vermeiden nephrotoxischer Substanzen wie nichtsteroidale Analgetika, bestimme
Antibiotika und Röntgenkontrastmittel. Eine Erhöhung der Flüssigkeitszufuhr auf
2,0-2,5 l pro Tag bei strenger Flüssigkeitsbilanzierung wird empfohlen [30].
Die medikamentöse Blutdruckeinstellung auf Zielbereiche unter 130/80 mmHg
gilt als wichtigste Maßnahme zu Vermeidung der Krankheitsprogression. Als
prognostisch günstigste Medikamentengruppe haben sich hierbei Präparate zur
Blockade des RAAS erwiesen, namentlich in Form von ACE-Inhibitoren und
AT1-Rezeptorantagonisten [30].
Im Terminalstadium der Erkrankung ist ein Nierenersatzverfahren unumgänglich.
In der Regel ist dies der Fall, wenn die GFR unter 15 ml/min/1,73m2 fällt (Stadium
5) und wenn lebensbedrohliche Urämiesymptome auftreten wie Lungenödem,
Perikarditis oder metabolische Azidose [30].
Die Hämodialyse ist die verbreitetste Form der Dialyse weltweit. In Deutsch-
land wird sie bei etwa 95% der Dialysepatienten angewendet [33]. Bei diesem
Verfahren wird, über chirurgisch angelegte Dialyseshunts, das Blut des Patienten
in eine Dialysemaschine gepumpt. Dort werden im Gegenstromprinzip harnpflich-
tige Substanzen und Wasser aus dem Blut über eine semipermeable Membran
in ein Dialysat überführt und somit aus dem Körper eliminiert. Üblicherweise
wird dies dreimal pro Woche durchgeführt, wobei eine „Sitzung“ in etwa vier bis
fünf Stunden in Anspruch nimmt. Grundsätzlich ist bei terminaler Niereninsuffi-
zienz eine Nierentransplantation anzustreben, was jedoch durch einen Mangel an
Spenderorgangen lange Wartezeiten für die Patienten mit sich bringt [30].
Die Peritonealdialyse ist ein weiteres, etabliertes und der Hämodialyse gleich-
wertiges Verfahren zur Nierenersatztherapie. Bei diesem Verfahren erfolgt der
Stoffaustausch entlang der peritonealen Membran. Diese Membran bildet die
Schnittstelle zwischen Dialysat und Blut und setzt sich aus zwei Anteilen zu-
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sammen: zum Einen dem parietalen Peritoneum, welches die innere Bauchdecke
auskleidet und circa 10% der Kontaktfläche ausmacht, sowie dem viszeralen Peri-
toneum, das die intraperitoneal gelegenen Organe bedeckt und die übrigen 90%
der Kontaktfläche darstellt. Die peritoneale Membran besteht unter Normalbedin-
gungen aus einem einreihigen, kubischen Epithel, dem Mesothel, sowie darunter
liegendem, lockerem Bindegewebe mit zahlreichen Blutgefäßen. Die Gesamtober-
fläche des Peritoneums beträgt circa 1-2 m2 und entspricht bei Erwachsenen in
etwa der Körperoberfläche [34].
Diese auch als Bauchfell bezeichnete seröse Haut bildet und resorbiert phy-
siologischerweise die Peritonealflüssigkeit, normalerweise circa 50-100 ml, und
ermöglicht dadurch als Gleitschicht die Verschieblichkeit der abdominellen Or-
gane. Desweiteren kommt dem Peritoneum in Form des Omentum majus eine
immunologische Funktion bei der Eindämmung und Bekämpfung von Infektion
im Bauchraum zu. Das Omentum majus („großes Netz“) ist eine Peritonealfal-
te, welche an der großen Magenkurvartur aufgehängt ist und große Teile der
Darmschlingen von oben her bedeckt. Im Falle lokaler Entzündungen, etwa nach
Trauma oder Perforation, kann sich das Omentum dem Infektfocus anlegen und so-
mit lokal eindämmen, um eine generalisierte Peritonitis zu verhindern. Zu diesem
Zweck ist das große Netz mit zahlreichen Zellen des Immunsystems durchsetzt,
vor allem Makrophagen und Lymphozyten [34].
1.3.1 Geschichte
Die Idee, das Peritoneum als eine mögliche Dialysemembran zu verwenden, wur-
de bereits 1923 von T. J. Putnam in Baltimore, USA publiziert. Er war der Erste,
der den Stoffaustausch vom Blut über die Peritonealmembran in die Bauchraum-
flüssigkeit untersuchte. Vorangegangen waren einige Untersuchungen darüber,
dass ein Stoffaustausch in umgekehrter Richtung möglich ist, nämlich von in die
Bauchhöhle eingebrachte Lösungen in das Blut, zum Beispiel in Arbeiten von
Georg Wegner in Berlin und Cunningham in England [35, 36].
Putnam untersuchte erstmals, überwiegend an lebenden Katzen, ob sich gelös-
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te Blutbestandteile über das Peritoneum eliminieren lassen. Es stellte sich heraus,
dass dies, entlang eines Konzentrationsgefälles, zuverlässig durchführbar war.
Er stellte außerdem fest, dass neben dem rein physikalischen Diffusionsprozess
ein weiterer Mechanismus des Stoffaustausches existieren müsse, denn die beob-
achteten Stoffaustauschraten variierten zum Teil erheblich von der erwarteten,
rein diffusionsgetriebenen Angleichung der Stoffkonzentrationen der beiden Flüs-
sigkeiten. Er vermutete aktive Phagozytose und erleichterte beziehungsweise
erschwerte Diffusion durch die Ultrastruktur des membranösen Filters [37].
Der erste peritoneale Stoffaustausch am Menschen wird heute dem Würzbur-
ger Internisten Georg Ganter zugeschrieben, welcher 1923 seine wegweisende
Arbeit „Über die Beseitigung giftiger Stoffe aus dem Blute durch Dialyse“ ver-
öffentlichte [38]. Er therapierte einen aufgrund einer Glomerulonephritis akut
urämische Patienten durch Instillation von 750 ml Natriumchlorid-Lösung in das
peritoneale Cavitum. Trotz anfänglicher Besserung starb der Patient wenige Tage
nach Entlassung, vermutlich durch die erneute Akkumulation harnpflichtiger Sub-
stanzen. Ganter erkannte zwar das Potential der Peritonealdialyse, verließ dieses
Forschungsgebiet jedoch, welches daraufhin lange Zeit nur geringe Fortschritte
verzeichnen konnte [34].
In den 60er-Jahre des letzten Jahrhunderts wurden dann erstmals Peritoneal-
dialysen bei chronischer Niereninsuffizienz eingesetzt. Diese wurden meist wö-
chentlich ambulant in spezialisierten Zentren durchgeführt. Zu diesem Zweck
wurden verschiedene Katheter und Dialysemaschinen entwickelt, welche jedoch
allesamt große Probleme hinsichtlich Infektionen und technischem Versagen zeig-
ten [39]. Fred Boen von der University of Washington in Seattle war seinerzeit
Vorreiter für die Entwicklung peritonealer Dialyseverfahren. Er gelangte zu der
Überzeugung, dass dauerhaft implantierte Kathetersysteme ein zu großes Risiko
für Adhäsionen und Infektionen im Bauchraum darstellten. Er ging daraufhin
dazu über, Peritonealdialysen durch wiederholte Punktionen der Bauchhöhle mit
Einmalkathetern durchzuführen [40].
Diese Methode, mit ihrer ständigen Notwendigkeit zeitaufwändiger Punk-
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tionen, stellte sich mit zunehmenden Patientenzahlen als unpraktikabel heraus,
zumal sich auch die Dialyse-Intervalle von einmal wöchentlich als unzureichend
erwiesen. Der deutsche Arzt Henry Tenckhoff, der ebenfalls an der University of
Washington in Seattle tätig war, begann deshalb mit der Weiterentwicklung von
Kathetersystemen. Er verwendete Silikon-Katheter sowie, als wichtigste Neuerung,
zwei sogenannte Dacron-Manschetten. Dacron ist ein biokompatibles, syntheti-
sches Polyester. Auf die Implantation der Manschetten, je eine davon intraperi-
toneal und eine subkutan, antwortet der Körper mit einer starken fibrotischen
Reaktion, wodurch das Material fest in das umgebene Gewebe einwächst und eine
Barriere für Infektionserreger darstellt. Tenckhoff erzielte mit diesem Verfahren
einen bahnbrechenden Erfolg in der Reduktion der Peritonitiden als Komplikation
der Peritonealdialyse [41].
Der größte limitierende Faktor, um die Peritonealdialyse zu Hause durchführen
zu können, war damals die unzureichende Möglichkeit, sterile und pyrogenfreie
PD-Lösungen herzustellen. Es war ebenfalls Henry Tenckhoff, der hierfür im
Jahre 1970 den technischen Durchbruch schaffte und ein Dialysesystem vorstellte,
welches erstmals eine häusliche, durch den Patienten erlernbare, intermittierende
Peritonealdialyse ermöglichte [42].
Bis Mitte der 70er-Jahre wurde die intermittierende Peritonealdialyse weiter
verbessert und galt als sinnvolle Alternative zum Standardverfahren der Hämo-
dialyse, wenn diese nicht zur Verfügung stand oder der Patient nicht geeignet
für dieses Verfahren war. 1975 entwickelten Popovitch und Moncrief in Austin,
USA einen neuartigen Ansatz, bei dem geringere Mengen an Dialysat über einen
längeren Zeitraum in der Bauchhöhle belassen wurden [43]. Dieses Verfahren
ermöglichte eine kontinuierliche Auswaschung der harnpflichtigen Substanzen
über den ganzen Tag und sieben Tage in der Woche, was der physiologischen
Arbeitsweise der Nieren deutlich näher kam als alle bisherigen Verfahren. Die Pati-
enten konnten die Beutelwechsel, welche 4-5 mal täglich notwendig wurden, nach
Anleitung selbst durchführen, es waren keine Dialysemaschinen mehr notwendig.
Die CAPD war geboren, die „continuous ambulatory peritoneal dialysis“ [44].
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1.3.2 Technik und Verbreitung
Die CAPD ist heute ein anerkanntes und etabliertes Verfahren zur Nierenersatzthe-
rapie, das Prinzip hat sich dabei bis heute nicht wesentlich von dem von Popovich
und Moncrief erdachten Konzept verändert. Noch immer gilt der Tenckhoff-
Katheter, mitunter in verschiedenen Modifikationen, als Standard für den Zugang
zum peritonealen Cavitum. Das Dialysat verbleibt durchschnittlich 4-6 Stunden in
der Bauchhöhle, bis dieses vom angelernten Patienten selbst und ohne maschinelle
Hilfe ausgewechselt wird. Die ärztliche Kontrolle erfolgt meist in ambulanten
Sprechstunden in monatlichen Intervallen [34].
Neben dem CAPD-Verfahren existieren weitere PD-Modalitäten, die mithilfe
maschineller Unterstützung operieren. Diese „automatisierte PD“ (APD) funk-
tioniert unter Verwendung eines sogenannten Cyclers, welcher die Beutelwech-
sel automatisch nach gewissen Vorgaben durchführt. Hier existieren wiederum
verschiedene Varianten des Verfahrens, die wichtigsten sind die „cyclische, con-
tinuierliche PD“ (CCPD) und die „nächtliche intermittierende PD“ (NIPD). Bei
Ersterer werden nachts in kurzen Intervallen mehrere Beutelwechsel durch den
Cycler durchgeführt. Tagsüber wird, analog zur CAPD, das Dialysat länger im
Cavitum belassen. Bei der NIPD entfällt diese kontinuierliche Komponente bei
Tag, es wird ausschließlich nachts per Cycler dialysiert [34].
Die Entscheidung zwischen CAPD und APD ist vor allem abhängig vom
jeweiligen Patienten. APD-Verfahren eignen sich demnach vor allem für Kin-
der und Heranwachsende, die tagsüber die kosmetisch störenden abdominalen
Flüssigkeitsansammlungen und die stigmatisierenden Beutelwechsel fürchten.
Geriatrische Patienten mit hohem Pflegebedarf profitieren ebenfalls von der auto-
matisierten PD. Auch ist das Verfahren bei geringer Nierenrestfunktion und „high
transporter“-Eigenschaften (s.u.) vorteilhaft [34].
Die Dialyse-Flüssigkeiten selbst haben sich in den letzten Jahren deutlich wei-
terentwickelt. Um die Biokompatibilität zu erhöhen und damit Langzeitfolgen der
Peritonealdialyse zu reduzieren, wurde die Zusammensetzung der PD-Lösungen
verändert (s.u.). Prinzipiell muss die PD-Lösung sowohl einen Stoff- als auch einen
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Wasseraustausch über die Peritonealmembran ermöglichen [34].
Der Stoffaustausch bei der Peritonealdialyse geschieht durch folgende Triebkräfte:
• Diffusion sorgt für eine passive Angleichung der Stoffkonzentrationen in
Blut und Dialysat entlang eines Konzentrationsgefälles.
• Ultrafiltration führt zum Übertritt von Wasser über osmotische und hy-
drostatische Druckgradienten vom intravasalen in den intraperitonealem
Raum.
• Konvektion ist die Mitnahme von im Plasmawasser gelösten Stoffen bei
der Ultrafiltration. Sie ist abhängig von Größe und elektrischer Ladung der
Stoffe.
Diffusion ist ein passiver, energieneutraler Prozess. Sie basiert auf der soge-
nannten Brown’schen Molekularbewegung und folgt den Gesetzmäßigkeiten
des Fick’schen Diffusionsgesetzes. Dieses besagt, dass die Diffusionsgeschwin-
digkeit umso größer ist, je größer die Kontaktfläche und je dünner die Dicke der
Membran ist. Außerdem steigert ein großes Konzentrationsgefälle den Diffusi-
onsstrom, auch von der Art der diffundierenden Teilchen und von der Temperatur
wird die Geschwindigkeit der Diffusion beeinflusst [34].
Die Ultrafiltration ist abhängig von der Osmolarität der beteiligten Flüssigkei-
ten sowie vom hydrostatischen Druck. Letzterer ist im Falle der Peritonealdialyse
vom Blutdruck in den Kapillaren des Peritoneums bestimmt und sorgt für ein
„Abpressen“ von Plasmawasser ins Cavitum. Da dies für einen adäquaten Wasser-
entzug bei der Peritonealdialyse nicht ausreichend ist, wird durch Zugabe von
Osmolyten in die PD-Flüssigkeit ein osmotischer Druckgradient erzeugt, welcher
zusätzlich Wasser aus dem Blut in die Bauchhöhle „zieht“ [34].
Traditionellerweise wird als Osmolyt hierzu Glucose in hoher Konzentration
verwendet. Aus verschiedenen Gründen, welche weiter unten ausgeführt werden,
hat sich die Verwendung von Glucose jedoch als nicht zufriedenstellend erwie-
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sen, so dass in den letzten Jahren „biokompatiblere“ PD-Lösungen mit anderen
Osmolyten entwickelt wurden [34].
Die Resultate, die heutzutage mit der Peritonealdialyse erzielt werden, sind durch-
aus mit denen der Hämodialyse zu vergleichen. Zahlreiche randomisierte klinische
Studien haben das Mortalitäts-Outcome der beiden Verfahren verglichen, die Er-
gebnisse sind zum Teil jedoch widersprüchlich. Langjährige Beobachtungszeiträu-
me, ein multimorbides Patientengut sowie unterschiedliche Ein- und Ausschluss-
kriterien erschweren die Vergleichbarkeit dieser Studien. Neuere Untersuchungen
zeigen jedoch mehrheitlich, dass beide Verfahren hinsichtlich des langfristigen
Outcomes ebenbürtig sind und dass die Peritonealdialyse in den ersten Jahren
nach Beginn des Nierenersatzverfahrens der Hämodialyse sogar überlegen ist
[45, 46, 47].
Obwohl manche Autoren die Peritonealdialyse gar als First-Line-Therapie
vorschlagen, spielt die Peritonealdialyse weltweit in den meisten Ländern nur
eine untergeordnete Rolle bei der Therapie der chronischen Niereninsuffizienz [48].
Laut dem QuaSi-Niere Jahresbericht 2008 erhielten in Deutschland zum Stichtag
des 31.12.2006 insgesamt 66.508 Patienten eine chronische Nierenersatztherapie
(s. Abb. 7 auf Seite 20), dies entspricht einer Prävalenz von 808 Dialysepatienten
pro Million Einwohner. Die Inzidenz betrug 213 pro Million Einwohner, das heißt
innerhalb eines Jahres wurden 17.548 Patienten neu in die chronische Dialyse
aufgenommen, was einer Steigerung von 4,6% im Vergleich zum Vorjahr darstellte
[33].
Aus dem Bericht geht ebenfalls hervor, dass die Peritonealdialyse in Deutsch-
land trotz weitgehend gleichwertiger Ergebnisse im Vergleich zur Hämodialyse
nur eine relativ geringe Rolle bei der Therapie der chronischen Niereninsuffizienz
spielt. Der Anteil der Peritonealdialyse betrug zum Stichtag lediglich 4,8%, die
CAPD ist davon die am häufigsten verwendete Modalität. Bundesweit waren
zum Stichtag 400 Einrichtungen mit PD-Angebot gemeldet, eine flächendeckende
Betreuung für diese Verfahren wäre somit gewährleistet. Die Gründe für die Ver-
19
1 Einführung
nachlässigung der Peritonealdialyse bei der chronischen Niereninsuffizienz sind
unbekannt [33].
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Abbildung 13 Verteilung (%) der Patienten nach Dialyseversorgungsarten 2006
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Abbildung 12 Anteile der jeweiligen Dialyseverfahren 2006
Abb. 7: Verteilung der Patienten nach Dialyseversorgungsarten in Deutschland, Stand: 2006.
Nach Frei und Schober-Halstenberg, 2008
Im internationalen Vergleich zeigt sich ein sehr durchwachsenes Bild bei der
Prävalenz der Peritonealdialyse. Laut aktueller Erhebungen werden derzeit circa
197.000 Patienten weltweit durch Peritonealdialyse therapiert, was einem Anteil
von 11% aller Dialysepatienten entspricht [49]. Im Ländervergleich zeigen sich
jedoch erhebliche Differenzen.
Beispielhaft seien hier einige Länder aufgezählt [49, 50]:
• Länder mit hoher PD-Prävalenz: Mexico (65,8% Anteil), Neuseeland (36,3%),
Südafrika (32,0%)
• Länder mit mittlerer PD-Prävalenz: Niederlande (20,1%), Großbritannien
(17,0%), China (14,0%)
• Länder mit geringer PD-Prävalenz: Frankreich (7,5%), USA (7,2%), Japan
(3,3%)
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Insgesamt scheint sich dabei eine Tendenz zum Rückgang der Peritonealdialyse
in den westlichen Industriestaaten abzuzeichnen, während in den Entwicklungs-
ländern ein deutlicher Anstieg zu verzeichnen ist [49].
Als Gründe für die steigende Bedeutung der Peritonealdialyse in den Ent-
wicklungsländern werden vor allem die Einfachheit des Verfahrens mit geringem
technischen Aufwand, sowie geringe Anforderungen an das medizinische Fach-
personal genannt [51, 52].
Für den Rückgang der Peritonealdialyse in den Industriestaaten werden vor
allem strukturelle Gründe vermutet, beispielsweise Verfügbarkeit und Vergütung,
sowie größere Erfahrung und bessere Ausbildung in der Hämodialyse [53, 54]. Zu
der niedrigen Prävalenz der Peritonealdialyse trägt ebenfalls die hohe Transferrate
von PD-Patienten zur Hämodialyse bei. Laut dem „U.S. Renal Data System“
(USRDS) wechseln bis zu 9,5% der PD-Patienten jährlich in die Hämodialyse. Als
Gründe werden rezidivierende Peritonitiden, Ultrafiltrationsverlust sowie soziale
und persönliche Gründe vermutet [50].
1.3.3 Komplikationen und Langzeitfolgen
Rezidivierende infektiöse Peritonitiden galten lange Zeit als „Achillesverse“ der
PD und führten häufig zu Therapieversagen. Durch gezielte Patientenschulung
und technische Neuerungen wie dem „twin bag“-System konnte die Peritonitisrate
drastisch gesenkt werden. Dennoch zählen Infektionen weiterhin zu den häufigs-
ten Komplikationen der PD, grampositive Bakterien der Hautflora wie Staphylo-
kokken stellen hierbei die häufigsten Erreger dar. Weitere wichtige unerwünschte
Folgen der PD sind Hernien, metabolische Entgleisungen sowie kardiovaskuläre
und gastrointestinale Komplikationen [34].
Eines der größten Hindernisse der langfristigen PD-Therapie stellt jedoch
der sogenannte Ultrafiltrationsverlust dar [55]. Dieser Ultrafiltrationsverlust ist
gekennzeichnet durch einen reduzierten Wasserentzug bei der Dialyse und resul-
tiert klinisch in einer Überwässerung des Patienten. Es lassen sich hierbei zwei
unterschiedliche Pathomechanismen unterscheiden [34]:
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• UF-Versagen Typ I: im Verlauf einer langjährigen PD-Therapie entwickelt der
Patient durch eine vermehrte Vaskularisation des Peritoneums einen „high
transporter“-Status, das heißt der peritoneale Stoffaustausch ist gesteigert.
Daraus resultiert eine schnellere Angleichung der Stoffkonzentrationen in
Blut und Dialysat, jedoch auch eine gesteigerte Resorptionsrate von Glucose
aus dem Dialysat ins Blut. Dadurch fällt der osmotische Druckgradient zu
rasch, um eine ausreichende Ultrafiltration zu gewährleisten.
• UF-Versagen Typ II: durch Verlust von Austauschfläche, beispielsweise im
Rahmen schwerer Peritonitiden mit intraabdominellen Adhäsionen, oder
durch fibrotische Verdickung der Peritonealmembran, kommt es gemäß des
Fick’schen Diffusionsgesetzes zu einem reduziertem Stoffaustausch und
geringerer Ultrafiltration trotz hoher Glucosekonzentrationen im Auslauf.
Die genauen ursächlichen Gründe für die Hypervaskularisation und Fibrosierung
des Peritoneums sind unklar. Combet et al zeigten im Jahre 2001 am Tiermodell,
dass Urämie per se bereits Angiogenese und Fibrosierung der peritonealen Mem-
bran triggert, und zwar positiv korrelierend zum Grad der Niereninsuffizienz
[56]. Klinisch zeigen sich diese Veränderungen durch die regelmäßig beobachteten
urämischen Serositiden, vor allem in Form der urämischen Perikarditis.
Darüber hinaus zeigten Williams et al im darauffolgenden Jahr, dass die sub-
mesotheliale Fibrosezone im Verlauf der Peritonealdialyse signifikant an Dicke
zunimmt. Außerdem stellten sie fest, dass die Fibrosierung mit der Hypervaskula-
risation sowie dem Grad der Vaskulopathie korreliert [57]. Auch eine gesteigerte
lymphatische Resorption der gelösten Glucose wird im Verlauf der PD beobachtet
[58].
Eine wesentliche Rolle in der Pathogenese der histologischen und funktio-
nellen Veränderungen der peritonealen Membran wird seit geraumer Zeit den
sogenannten „advanced glycosylation endproducts“ (AGE) zugeschrieben [59].
Dabei handelt es sich um glykosylierte Proteine, welche auf nicht-enzymatischem
Wege in Anwesenheit hoher Glucosekonzentrationen entstehen. Dieser Vorgang,
welcher als Maillard-Reaktion bekannt ist, ist unter anderem auch für die Glycosy-
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lation von Hämoglobin bei chronischer Hyperglykämie im Rahmen des Diabetes
Mellitus verantwortlich. Dies wird unter anderem für die schwerwiegenden Lang-
zeitfolgen des Diabetes Mellitus verantwortlich gemacht und kann klinisch in
Form des HbA1c gemessen werden [60].
Im Rahmen der Peritonealdialyse wurden naheliegenderweise die verwende-
ten PD-lösungen für die Bildung der AGE verantwortlich gemacht. Die Hitzesteri-
lisation der glucosehaltigen Dialyseflüssigkeiten führt zur Entstehung von toxi-
schen Reaktionsprodukten, sogenannten „glucose degradation products“ (GDP).
Wie Schalkwijk et al zeigten, induzieren diese GDP neben direkten toxischen Ef-
fekten auch die Bildung von AGE [61]. Schwenger et al konnten zeigen, dass die
schädliche Wirkung der AGE wiederum über einen AGE-spezifischen Rezeptor
vermittelt werden, dem RAGE. Sie zeigten außerdem, dass die RAGE-Aktivierung
eine dosisabhängige Expression von VEGF, NFκB und TGF-β1 induziert [62].
VEGF („vascular endothelial growth factor“) ist ein wichtiger Wachstumsfaktor
für Neoangiogenese und wird für die Hypervaskularisation des Peritoneums bei
der PD mitverantwortlich gemacht [63]. NFκB und TGF-β1 werden weiter unten
genauer vorgestellt.
Neben der Neovaskularisation wird ein weiterer Pathomechanismus für die Entste-
hung des Ultrafiltrationsversagens diskutiert: in histologische Studien an Peritone-
algewebe von PD-Patienten wird oftmals ein Verlust der mesothelialen Zellschicht
beobachtet, lange Zeit ohne dass eine Erklärung dafür gefunden wurde. Yáñez-Mó
et al beschrieben 2003 dieses Phänomen als eine phänotypische Transdifferenzie-
rung der epithelialen Zellen hin zu mesenchymalen Zellen des Bindegewebes,
ein Vorgang, der als „Epithel-Mesenchym-Transition“ (EMT) bezeichnet wird [64].
Hierbei verlieren die Mesothelzellen zunächst ihre interzellulären Bindungen und
ihre epitheltypische, apikal-basolaterale Polarität. Zunehmend zeigen diese transi-
tionalen Zellen eine Migration ins Interstitium, nehmen einen fibroblastenartigen
Phänotyp an und zeigen fibrogenetische Aktivität. Als Ursache dieses Vorgangs
wird die Schädigung des Mesothels durch PD-Lösungen mit niedrigem pH, hoher
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Osmolarität und hoher Glucosekonzentration angesehen [64].
Im selben Jahr veröffentlichten Yang et al eine Studie an menschlichen Meso-
thelzellkulturen, welche die entscheidende Rolle des bereits erwähnten, soge-
nannten „Transforming-Growth-Factor β1“ (TGF-β1) an der EMT zeigten. Nach
Inkubation der Zellkulturen mit diesem Wachstumsfaktor differenzierten sich
die Mesothelzellen nach etwa 72 Stunden in Myofibroblasten, und zwar sowohl
in morphologischer als auch funktioneller Sicht, denn die Zellen zeigten nun
eine Synthese von Kollagen Typ I [65]. Margetts et al konnten im Mausmodel
eine EMT durch vorübergehende Überexpression von TGF-β1 induzieren [66].
Mittlerweile gilt die EMT als eine wesentliche Ursache für einen früh auftreten-
den „high transporter“-Status während der PD, und zwar unabhängig von der
Neovaskularisation [67].
TGF-β1 ist ein Signalmolekül aus der Gruppe der Zytokine und vor allem bei
der embryonalen Entwicklung verschiedener Gewebe beteiligt. Auch in adulten
Zellen spielt es eine wesentliche Rolle bei der Regulation elementarer Funktionen
wie Zellwachstum und -teilung. Nahezu jede Zelle des Menschen exprimiert TGF-
β1 und besitzt Rezeptoren dafür. In zunehmenden Maße wird diesem Molekül
auch eine tragende Rolle in der Pathogenese verschiedener Erkrankungen zuge-
sprochen, beispielsweise bei malignen Erkrankungen, der Atherosklerose und vor
allem bei fibrotischen Prozessen in Lunge, Leber und Niere [68].
Ebenfalls gut fundiert ist der Zusammenhang zwischen TGF-β1 und dem
RAAS. Bereits 1994 zeigten Kagami et al, dass AT II die extrazelluläre Proteinsyn-
these in Mesangiumzellen von Rattenglomerula stimuliert und diesen Effekt über
TGF-β1 vermittelt [69]. Ruiz-Ortega und Egido bewiesen außerdem, dass AT II
Zellwachstum und Matrixprotein-Synthese in Nierenfibroblasten durch TGF-β1
stimuliert [70].
Strippoli et al zeigten im Jahre 2008, dass im Signalweg von TGF-β1 das bereits
angesprochene NFκB eine wichtige Rolle bei der EMT spielt [71]. NFκB ist ein
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Transkriptionsfaktor, welcher an zahlreichen immunologischen Prozessen beteiligt
ist und als einer der bedeutendsten Spieler bei der Unterhaltung von chronischen
Entzündungen gilt. Es ist wesentlich beteiligt an der Pathogenese beispielsweise
des Asthma bronchiale, der Colitis ulcerosa oder der Atherosklerose [72].
Zahllose Mediatoren und Signalmoleküle sind in der Lage, die NFκB-Expres-
sion in unterschiedlichsten Geweben zu stimulieren, darunter bekannte Proteine
wie TNF-α, Interleukin-1β und Interleukin-17 [73]. Unter diesen stimulierenden
Substanzen befindet sich interessanterweise auch das Angiotensin II, dem bereits
ausführlich beschriebenen Effektormolekül des RAAS. Hernandez-Presa et al
fanden zuerst heraus, dass ACE-Inhibitoren in der Lage sind, die NFκB-Expression
und damit die Makrophagen-Infiltration bei der Atherosklerose zu vermindern
[74]. Später stellte die gleiche Arbeitsgruppe fest, dass ATII die NFκB-Expression
in mononukleären Zellen im Rahmen eines Immunkomplex-Nephritis-Models
stimuliert [75].
Als Folge dieser Erkenntnisse zum UF-Versagen wurden neue, „biokompatiblere“
Dialyse-Lösungen (PDF = „Peritoneal Dialysis Fluids“) entwickelt. Diese neuarti-
gen PDF verwenden anstelle von Glucose das Polysaccharid Icodextrin, welches
im Peritoneum nicht metabolisiert wird und nur sehr langsam auf lymphatischem
Wege resorbiert wird. Außerdem wurde Laktat als Puffer durch Bicarbonat ersetzt,
um einen physiologischeren pH der Lösungen zu erzielen. Der saure, laktatgepuf-
ferte pH war zur Vermeidung der GDP-Bildung bei der Hitzesterilisation der PDF
bevorzugt worden, stellte sich jedoch als schädlich für die peritoneale Membran
heraus. Durch neue technische Verfahren wie dem Mehrkammerbeutel und den
Ersatz von Glucose durch Icodextrin kann auf saure PDF verzichtet werden [76].
Zur anschaulichen Darstellung des Einflusses der Biokompatibilität der PDF dient
Abbildung 8 auf Seite 26 [77]:
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PD solution biocompatibility factors
Inhibition of normal leukocyte, mesothelial, endothelial, and fibroblast function
Alteration of cytokine, chemokine, and growth factor networks
Disturbances in inflammatory and fibrotic mediators
Cross-linking of structural proteins
Carbonyl and oxidative stress
Impaired peritoneal
host defense
Temporal changes in peritoneal
structure and function
Altered peritoneal permeability;
Altered ultrafiltration
Ultrafiltration failure
Abb. 8: Einfluss der Biokompatibilität auf peritoneales Ultrafiltrationsversagen.
Nach Cooker et al, 2002
In klinischen Studien blieben die biokompatiblen PDF jedoch weitgehend hinter
den hohen Erwartungen zurück. In wichtigen, klinisch relevanten Endpunkten
wie Peritonitis-Rate, Membranfunktion und Patientenüberleben konnten die neu-
en PDF keinen eindeutigen Vorteil gegenüber den herkömmlichen PD-Lösungen
zeigen. Problematisch an diesen Studien ist jedoch die geringe Vergleichbarkeit
deren Ergebnisse. Unterschiede in Studien-Design, Indikationsstellung und Lö-
sungszusammensetzung verhindern bislang ein schlüssiges Gesamtbild [78].
Die aktuellste und zugleich überzeugendste randomisierte klinische Studie, die
sogenannte balANZ-Trial, kam zu einem insgesamt positiven Ergebnis. So wurde
ein Vorteil der biokompatiblen PDF gegenüber den Standardlösungen hinsichtlich
Peritonitis- Inzidenz und Erhaltung einer eventuell vorhandenen Restauscheidung
festgestellt [79].
Trotz der erzielten Fortschritte bleibt der durch Fibrose und Hypervaskularisation
bedingte Ultrafiltrationsverlust nach wie vor der häufigste Grund für ein techni-
sches Versagen bei der langfristigen Peritonealdialyse. 30-50% der PD-Patienten
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entwickeln ein UF-Versagen nach sechs Jahren und in bis zu 24% der Fälle ist ein
Wechsel des Nierenersatzverfahrens hin zur Hämodialyse notwendig [80].
1.4 Enkapsulierende Peritonealsklerose (EPS)
Neben dem Ultrafiltrationsversagen kann die Fibrosierung des Peritoneums jedoch
auch zu einer weiteren, für den Patienten weitaus folgenschwereren Konsequenz
führen, der sogenannten enkapsulierenden Peritonealsklerose (EPS). Diese sel-
tene, lebensbedrohliche Erkrankung ist gekennzeichnet durch eine sklerotische
Verdickung des Peritoneums mit konsekutiver Ummauerung und Obstruktion
ganzer Darmschlingen, welche bis zum kompletten Ileus führen kann. Histolo-
gisch imponiert die EPS durch eine stark verdickte, mit dichtem Bindegewebe
sowie Entzündungszellen durchzogene submesotheliale Fibrosierung des gesam-
ten Peritoneums [81].
1.4.1 Epidemiologie
Obwohl die EPS als sporadische, idiopathische Entität bereits 1907 von Owtschin-
nikow beschrieben wurde und weiterhin gelegentlich neue Fallberichte veröffent-
licht werden, gilt das Auftreten dieser Erkrankung als stark mit der Peritoneal-
dialyse assoziiert [82, 83]. In einer prospektiven Studie in Japan fanden Kawanishi
et al eine Gesamtinzidenz der EPS von 2,5% aller PD-Patienten, wobei die Inzidenz
stark mit der Dauer der Peritonealdialyse korreliert. So wurde nach 8 Jahren PD-
Therapie ein deutlicher Anstieg der Inzidenz auf 5,9% registriert, nach 15 Jahren
waren bereits 17,2% der Patienten betroffen. Die Mortalität dieser Erkrankung ist
hoch und steigt ebenfalls mit der Dauer der Peritonealdialyse. Kawanishi et al
berichten von 28,6% Mortalität nach 8 Jahren PD, 61,5% nach 10 Jahren und sogar
100%, wenn die EPS nach mehr als 15 Jahren PD-Therapie auftrat [84].
Andere epidemiologische Studien kamen zu ähnlichen Ergebnissen. Johnson
et al in Australien veröffentlichten 2009 eine Studie mit 7618 eingeschlossenen
PD-Patienten über einen Beobachtungszeitraum von 15 Jahren. Es zeigte sich eine
Gesamtinzidenz von 0,4% sowie eine Mortalität von 55% [85], im selben Jahr
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fanden Brown et al in Schottland eine Gesamtinzidenz von 1,5%, nach 5 Jahren
PD-Dauer sogar 8,8% [86].
Daten aus den USA zeichnen ein ähnliches Bild. Zwei Single-Center Studi-
en berichten von niedrigen Gesamtinzidenzen, welche jedoch mit Dauer der
Peritonealdialyse deutlich anstiegen, sowie von insgesamt hoher Morbidität und
Mortalität. Bansal et al fanden 2010 eine Inzidenz von 1,2% aller PD-Patienten,
welche auf 15% beziehungsweise 38% nach 6 respektive 9 Jahren PD-Dauer an-
stieg, bei einer Mortalität von 38% [87]. Gayomali et al melden eine Inzidenz von
14% nach 5 Jahren Peritonealdialyse [88].
Interessant ist auch die Beobachtung, dass teilweise mehr als die Hälfte der
beobachteten EPS-Fälle erst nach der Beendigung der PD beziehungsweise nach
dem Wechsel zur Hämodialyse auftreten. Die Gründe hierfür sind nicht bekannt
und werden unterschiedlich interpretiert [84, 89]. Eine weitere, beunruhigende
Entwicklung ist das Auftreten der EPS nach Nierentransplantation, welche oftmals
einen besonders fulminanten Verlauf nimmt [90].
1.4.2 Diagnostik
Die Diagnose der EPS fußt auf drei Säulen: klinische Präsentation, radiologische
Bildgebung sowie histopathologische Diagnostik.
Das klinische Bild der EPS umfasst die folgenden, typischerweise intermittieren-
den Symptome:
• Inappetenz
• Übelkeit und Erbrechen
• Diarrhö
• Gewichtsverlust
• Obstipation
• abdominelle Schmerzen
• palpable Resistenzen
• Fieber
• Aszites
• (Sub-)Ileus
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Die EPS beginnt meist subklinisch und schleichend, Frühsymptome sind oftmals
unspezifische abdominelle Beschwerden. Der klinische Manifestationszeitpunkt
unterliegt großen Schwankungen und reicht von einem Jahr nach Beginn der
Peritonealdialyse bis hin zu mehreren Jahren nach Beendigung selbiger, bezie-
hungsweise nach Transfer zur Hämodialyse. In der Anfangsphase der Erkrankung
sind Gewichtsverlust, blutige Dialysatausläufe und Dialyseversagen wichtige
Warnhinweise für eine sich entwickelnde EPS, gelegentlich steht auch eine ent-
zündliche Symptomatik mit Fieber und Fatigue im Vordergrund. [91, 92].
Laborchemisch existiert kein Parameter, welcher eine EPS ausschließen oder
beweisen könnte. Unspezifisch zeigen sich oftmals erhöhte Entzündungsparame-
ter (Leukozytose, CRP-Erhöhung), eine Erythropoietin-resistente Anämie sowie
eine Hypoproteinämie. Im Aszites-Punktat lassen sich verschiedene Zytokine und
Wachstumsfaktoren nachweisen, zum Beispiel Interleukin 1β (IL-1β), IL-6, IL-8,
TGF-β1 und VEGF, deren Spezifität und Signifikanz jedoch strittig sind [81].
Nakamoto et al schlagen eine Klassifikation der EPS in vier klinische Stadien vor
[81]:
• Stadium 1 (prä-EPS-Stadium): Ultrafiltrationsverlust und Entwicklung ei-
nes „high transporter“-Status, Hypoproteinämie, blutiger Dialysatauslauf,
Aszites, Calcifizierung des Peritoneums
• Stadium 2 (Inflammations-Stadium): CRP- und Leukozyten-Erhöhung, Fie-
ber, blutiger Dialysatauslauf, Aszites, Gewichtsverlust, Appetitlosigkeit, Di-
arrhoe
• Stadium 3 (enkapsulierendes oder fortgeschrittenes Stadium): rückläufige
Entzündungszeichen, zunehmende Ileus-Symptomatik mit Übelkeit und Er-
brechen, Bauchschmerzen, Obstipation, abdominelle Raumforderung, Aszi-
tes
• Stadium 4 (Ileus-Stadium): Inappetenz, Ileus, abdominelle Raumforderung
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Diese Klassifikation kann als Richtlinie verstanden werden, ist allerdings noch
nicht gemeinhin anerkannt.
Die Radiologische Diagnostik umfasst, neben den unzureichenden Durchleuch-
tungsstudien zur Magen-Darm-Passage, vor allem die deutlich sensitivere Compu-
tertomographie. CT-morphologische Zeichen für eine vorliegende EPS sind Adhä-
sionen und Verwachsungen von Dünndarmschlingen mit begleitender Fettgewebs-
imbibierung, Einengungen des Darmlumens durch Ummauerung des Intestinums
mit Verkalkungen des Peritoneums sowie umschriebene, abgekapselte Flüssigkeits-
kollektionen (siehe Abb. 9) [93].
Peritoneal
thickening and
enhancement
Dilated small bowel
Loculated fluid
collection
Abb. 9: Computertomographie bei EPS [92]
Histologisch zeigen sich bei der EPS morphologische Veränderungen des Pe-
ritoneums. Charakteristisch ist ein kompletter Verlust der Mesothelzellschicht,
welche physiologischerweise das Peritoneum bedeckt. Desweiteren zeigen sich
Fibrinauflagerungen, ein stark verdicktes, zum Teil kalzifiziertes submesotheliales
Interstitium sowie Neoangiogenese mit Vaskulopathie. Entzündliche, monozellulä-
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re Infiltrate werden in variablerem Ausmaß gefunden. Dabei fällt auf, dass bei der
EPS, im Gegensatz zur einfachen PD-bedingten Fibrose, auch und vor allem das
viszerale Peritoneum betroffen ist. Insgesamt sind die histopathologischen Diagno-
sekriterien der EPS jedoch nicht spezifisch und können auch bei einer einfachen,
PD-induzierten Fibrose des Peritoneums auftreten [94]. Braun et al entwickel-
ten erstmals eine standardisierte Prozedur zur histologischen EPS-Diagnostik. Sie
konnten spezifische Unterschiede in der Präsentation von PD-Fibrose und EPS aus-
machen, dies waren unter anderem die Häufigkeit von Fibroblasten-artigen Zellen
(FLC), mesothelialer Denudation, verminderter Zellularität, Fibrinablagerungen
und Eisenablagerungen [95].
Eminent wichtig ist die makroskopische Betrachtung des charakteristischen Bildes
der EPS durch diagnostische Laparoskopie beziehungsweise Laparotomie. Es
zeigt sich typischerweise ein derbes, verdicktes Peritoneum mit Ummauerung
von Teilen des Dünndarmkonvolutes sowie Sklerosierungen und Einziehungen
der Mesenterialwurzeln (siehe Abb. 10) [96].
Abb. 10: OP-Situs bei EPS [83]
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1.4.3 Therapie
Die Therapie der enkapsulierenden Peritonealsklerose stellt Wissenschaftler und
Kliniker noch immer vor große Probleme. Da randomisierte Studien zur medi-
kamentösen Behandlung fehlen, basieren Therapieempfehlungen nach wie vor
auf einzelnen Fallstudien und retrospektiven Beobachtungen. Neben der Beendi-
gung der Peritonealdialyse ist der Einsatz von Glukokortikoiden möglicherweise
sinnvoll, welche sich vor allem in der Frühphase der EPS (Stadium I und II nach
Nakamoto et al) als wirksam erwiesen haben. Bei der Dosierung jedoch unter-
scheiden sich die Empfehlungen zum Teil erheblich [97].
Daneben wird die Verwendung von Tamoxifen diskutiert, einem weithin be-
kannten Estrogenrezeptor-Modulator. Es wird in erster Linie für die adjuvante
Hormontherapie bei rezeptorpositiven Mamma-Karzinomen eingesetzt, besitzt
jedoch auch antifibrotische Eigenschaften. Es wird daher auch bei fibrotischen
Krankheitsbildern wie der retroperitonealen Fibrose (M. Ormond) oder der Me-
diastinalfibrose eingesetzt [98]. Eine retrospektive Studie von Korte et al zeigte
einen signifikanten Überlebensvorteil von EPS-Patienten nach Tamoxifengabe
[99].
Der Einsatz immunsuppressiver Medikamente wird nicht einheitlich bewertet,
verlässliche Daten zur Wirksamkeit existieren nicht. [97].
In den fortgeschrittenen Stadien der Enkapsulierung und des Ileus gilt die
offene Bauchchirurgie mit totaler Peritonektomie und Adhäsiolyse als einzige,
lebensrettende therapeutische Maßnahme [100].
1.5 Fragestellung
Trotz erzielter Fortschritte in der EPS-Therapie bleibt diese nach wie vor eine
lebensbedrohliche Erkrankung mit hoher Mortalität. Grundlagenforschung zum
Zwecke der Identifizierung von „target“-Molekülen für neue therapeutische An-
sätze ist daher dringend nötig. Ein Therapieansatz zielt auf das bereits vorgestellte
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS) ab.
Wie bereits erwähnt besitzt das RAAS profibrotische Wirkungen in zahlreichen
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Geweben. Anhand verschiedener Tiermodelle wurde die Rolle dieses Hormonsys-
tems in der Entstehung der peritonealen Fibrose und der EPS bereits untersucht.
Daten zum Einfluss des RAAS bei der EPS des Menschen sind hingegen äußerst
spärlich [101].
Auch die angesprochene Interaktion des Vitamin D-Pathways mit dem RAAS
stellt einen potentiellen Ansatz für die Etablierung neuer Therapiestrategien dar,
welcher in der bisherigen Literatur noch nicht ausreichende Berücksichtigung
erfahren hat [102].
Ziel dieser Studie ist es, die wesentlichen Komponenten des Renin-Angiotensin-
Aldosteron-Systems mit immunhistochemischen Mitteln im menschlichen Perito-
neum nachzuweisen. Desweiteren soll durch den Vergleich verschiedener Stadien
der peritonealen Fibrose das Verständnis der Beteiligung des RAAS und des Vit-
amin D-Hormonsystems am Pathomechanismus der EPS verbessert werden, um
neue Ansatzpunkte für eine zielgerichtete Therapie ausfindig zu machen.
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2 Material und Methoden
2.1 Patientenkollektiv
Es wurden Gewebeproben von insgesamt 49 Patienten histopathologisch unter-
sucht, zuvor wurde von jedem Patienten eine Einverständniserklärung eingeholt.
Die Proben stammen aus der Gewebebank der Pathologie des Robert-Bosch-
Krankenhauses Stuttgart. Einige Gewebe wurden von auswärtigen Häusern über-
sandt, der überwiegende Teil jedoch als Operationsmaterial im Robert-Bosch-
Krankenhaus gewonnen. Sämtliche Proben wurden zur Konservierung routine-
mäßig in Formalin fixiert und anschließend in Paraffin eingebettet.
Die Auswahl der Patienten für diese Arbeit erfolgte in drei Studiengruppen:
• Die erste Gruppe („PD“) beinhaltet Gewebe von 16 Patienten, welche ein Nie-
renersatzverfahren mittels Peritonealdialyse erhielten (CAPD = continuous
ambulatory peritoneal dialysis). Das Gewebe wurde bei der operativen Ex-
plantation des PD-Katheters (beispielsweise aufgrund Therapieversagens)
oder bei koinzidenteller Herniotomie gewonnen. Es handelt sich um parieta-
le Peritonealgewebe.
• Die zweite Gruppe („EPS“) bilden 15 Patienten mit diagnostisch gesicherter
enkapsulierender Peritonealsklerose. Hier erfolgte die Gewebeentnahme
bei therapeutischer Peritonektomie, das Gewebe stammt vom viszeralen
Peritoneum.
• Die dritte Gruppe („Urämie“) besteht aus Proben von 18 Patienten, welche
bislang keine Dialyse erhalten hatten, jedoch aufgrund von Nierenversagen
urämisch waren. Die Gewebeprobe wurde während der operativen PD-
Katheterimplantation vom parietalen Peritoneum gewonnen.
Urämie stellt bereits einen wesentlichen Stimulus der Fibrosierung des Perito-
neums dar. Aus diesem Grund wurde die Urämie-Gruppe als Kontrollgruppe
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definiert, um von diesem Ausgangspunkt die zugrunde liegenden, histopatholo-
gischen Veränderungen von einer milden, urämiebedingten Fibrose bis hin zum
Vollbild der enkapsulierenden Sklerose des Peritoneums zu unterscheiden.
Die Studienpatienten der PD- und der EPS-Gruppe wurden zudem hinsicht-
lich der durchschnittlichen Dauer der Peritonealdialyse „gematcht“, um die Ver-
gleichbarkeit der Untersuchungsergebnisse hinsichtlich der Einwirkungsdauer
der ursächlichen „Noxe“, der Peritonealdialyse, zu gewährleisten.
2.2 Histologische Bearbeitung
Die Paraffinblöcke werden zur weiteren histologischen Bearbeitung zunächst in
einer Dicke von 3 µm geschnitten. Dies wurde mit einem Leica RM2055 Mikrotom
(Fa. Leica, Deutschland) durchgeführt. Anschließend werden die Gewebeschnitte
faltenfrei auf ein Wasserbad übertragen und vorsichtig geglättet. Danach erfolgt
das Aufziehen der Schnitte auf Objektträger, verwendet wurden hier elektrosta-
tische ChemMateTM-Objektträger der Fa. DAKO Hamburg, Deutschland. Die
beladenen Objektträger werden anschließend zur stabilen Anhaftung der Schnitte
bei 56◦Celsius über Nacht getrocknet.
Um die Gewebe den wässrigen Lösungen der anschließenden Färbungen zu-
gänglich zu machen, müssen diese entparaffiniert und rehydriert werden. Ersteres
erzielt man durch Überführung der Gewebeschnitte in Xylol beziehungsweise den
Ersatzstoff Microclear (Fa. Vogel, Deutschland). In dieser Flüssigkeit werden die
Objektträger 30 Minuten belassen, bevor sich die sogenannte absteigende Alko-
holreihe anschließt. Bei dieser werden die Schnitte nacheinander für jeweils circa
eine Minute in 100% Isopropanol, 96% Ethanol und 70% Ethanol getaucht. Danach
können die Schnitte in Wasser oder wässrigen Waschpufferlösungen gespült und
kurzfristig aufbewahrt werden.
2.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) zählt zu den Standardverfahren
der histologischen Routinefärbungen. Sie dient in erster Linie der einheitlichen,
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orientierenden Darstellung der physiologischen und pathologischen Gewebe-
morphologie. Die beiden eingesetzten Farbstoffe färben jeweils unterschiedliche
zelluläre und extrazelluläre Strukturen. So färbt Hämatoxylin Zellkerne, Ribo-
somen und andere, basophile Zellstrukturen blauviolett. Eosin hingegen färbt
acidophile (= eosinophile) Strukturen wie Zellplasmaproteine und Bindegewebe
rötlich. Zusammen ergibt sich die charakteristische, kontrastreiche HE-Färbung.
In dieser Arbeit dient die HE-Färbung vor allem der Identifizierung von Gewebe-
strukturen und Quantifizierung verschiedener Zellarten sowie zur Bestimmung
der Zelldichte in den einzelnen Proben. Es wurde von jeder der 49 Gewebepro-
ben ein HE-Präparat angefertigt. Dabei wurde nach folgenden Einzelschritten
verfahren:
• Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte wie oben beschrie-
ben
• fünfminütiges Inkubieren der Gewebeschnitte in Hämalaun (Bezugsquelle:
Fa. Merck, Deutschland)
• anschließend gründliches Spülen unter Leitungswasser für fünf Minuten
• Färbung mit Eosin (Bezugsquelle: Fa. Surgipath Medical Industries, USA)
für eine Minute
• anschließend kurzes Wässern in Aqua dest
• abschließend aufsteigende Alkoholreihe, nacheinander mit 70% Ethanol,
96% Ethanol und 100% Isopropanol zur Entwässerung, dann Überführung
in Microclear
Zur dauerhaften Haltbarmachung der Schnitte werden diese nun in konservie-
rendem Medium eingedeckt. Hierzu wurden sie behutsam mit Tüchern trocken
getupft, mit Cytoseal-Deckmedium (Fa. MICROM, Deutschland) betropft und
zuletzt mit Deckgläsern möglichst blasenfrei abgedeckt.
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2.4 Eisenfärbung
Im Rahmen chronisch-pathologischer Prozesse wie der EPS finden sich histolo-
gisch häufig Eisenablagerungen im Gewebe. Diese unlöslichen und für den Körper
schwer zugänglichen Protein-Eisen-Komplexe bestehen großteils aus denaturier-
tem Ferritin, dem Hauptspeicherprotein für Eisen im Körper. Man bezeichnet
diese Komplexe als Hämosiderin, welche häufig von Makrophagen aufgenommen
werden. Histologisch imponieren diese als monozelluläre, deutlich gold-braun
gefärbte Zellen und werden auch als Siderophagen bezeichnet.
In dieser Studie wurde eine Eisenfärbung aller 49 Gewebeproben durchge-
führt, um eine Verwechslung der pathologischen Eisenablagerung im Peritoneum
mit der farblich ähnlichen immunhistochemischen Markierung der untersuchten
Antigene zu vermeiden.
Die Färbung erfolgte nach dem Standard der Routine-Pathologie des Robert-
Bosch-Krankenhauses Stuttgart. Das Färbeprinzip basiert auf der sogenannten Ber-
liner-Blau-Reaktion. Hierbei reagiert das dreiwertige Eisenhydroxid (FeIII(OH)3)
des abgelagerten Hämosiderins mit Kaliumhexacyanidoferrat (K4[FeII(CN)6]) zu
einem tiefblauen Präzipitat mit der Summenformel FeIII[FeIIIFeII(CN)6]3.
Die einzelnen Färbeschritte im Überblick:
• Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte wie oben beschrie-
ben
• 20 minütiges Inkubieren der Schnitte in der Färbelösung, hergestellt erst
unmittelbar vor Gebrauch aus 100 ml 2% Kaliumferrocyanid-Lösung und
100 ml 1% Salzsäure-Lösung (beides gebrauchsfertig aus Routine-Pathologie)
• anschließend kurzes Spülen in Aqua dest
• zehnminütige Gegenfärbung mit Kernechtrot (Fa. Waldeck, Deutschland),
um eine schwachrote Kernfärbung zu erzielen
• erneutes kurzes Spülen in Aqua dest
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• abschließend aufsteigende Alkoholreihe mit 96% Ethanol und 100% Isopro-
panol zur Entwässerung, dann Überführung in Microclear
Zuletzt werden die Schnitte in konservierendem Medium eingedeckt, wie oben
genauer beschrieben.
2.5 Immunhistochemische Färbungen
2.5.1 Technik und Durchführung
Die Immunhistochemie ist ein Verfahren zum Nachweis spezifischer Moleküle
in einem Gewebe. Es basiert auf einer Antigen-Antikörper-Reaktion und ist in
der Lage, die gesuchten Zielmoleküle, meist Peptide oder Proteine, in loco nach-
zuweisen. Für die immunhistochemischen Färbungen in dieser Studie wurde
nach dem sogenannten EnVisionTM-Prinzip verfahren. Hierbei handelt es sich um
eine patentierte Färbetechnik, bei der in zwei Schritten eine sehr sensitive und
spezifische Färbung erreicht werden kann.
Primärantikörper
Sekundärantikörper
Antigen
Enzyme (HRP)
Dextrangerüst
Schritt 1
Antigen
Primärantikörper
Sekundärantikörper
Dextrangerüst
Enzyme
Schritt 2
Abb. 11: Prinzip der Färbetechnik
Zunächst wird das nachzuweisende Anti-
gen von einem Primärantikörper spezifisch
gebunden (siehe Abbildung 11, „Schritt
1“). An diesen Primärantikörper bindet in
einem zweiten Schritt der Sekundäranti-
körper („Schritt 2“), der gegen Immunglo-
buline derjenigen Tier-Spezies gerichtet
sein muss, aus welcher der Primärantikör-
per gewonnen wurde. Ist dies nicht der
Fall, so ist die Verwendung eines Brücken-
Antikörpers notwendig, welcher die Ziel-
Spezies des Primärantikörpers binden und seinerseits vom Sekundärantikörper
erkannt werden kann. Zur Amplifizierung der Färbung und damit Erhöhung der
Sensitivität ist der Sekundärantikörper an ein inertes Dextrangerüst gebunden,
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welches eine Vielzahl an Molekülen des Enzyms HRP sowie weitere Sekundäran-
tikörper trägt. Die HRP-Enzyme („Meerrettich-Peroxidasen“) setzen schließlich
das Farbstoffsubstrat um und erzeugen somit am Ort des gesuchten Antigens
eine Färbung. Diese kann anschließend im Mikroskop betrachtet und ausgewertet
werden.
Für diese Arbeit wurden insgesamt 8 Antigene mit beschriebener Technik
im Probenmaterial untersucht. Die Färbungen werden in den kommenden Ab-
schnitten genauer beschrieben. Für jede dieser immunhistochemischen Färbun-
gen wurde das DakoREALTMEnVisionTMDetection-Kit der Fa. DAKO Hamburg,
Deutschland, verwendet. Dieses beeinhaltet den Sekundärantikörper (anti-Maus
und anti-Kaninchen) in gebrauchsfertiger Lösung sowie das Chromogen Diami-
nobenzidin (DAB-Konzentrat, muss angesetzt werden mit mitgeliefertem Sub-
stratpuffer), welches nach Umsetzung durch Meerrettich-Peroxidase als braunes
Pigment ausfällt.
Das Procedere der immunhistochemischen Färbung von Hand läuft nach folgen-
dem Algorithmus ab:
• Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebeschnitte wie oben beschrie-
ben
• gründliches Spülen in TBST-Waschpuffer („tris buffered saline tween“ 80,
hergestellt aus 1x TBS und 0,1% Detergenz Tween 80 der Fa. Merck, Deutsch-
land)
• individuelle Vorbehandlung des Gewebes zur Freilegung des jeweiligen
Antigens zum Beispiel durch Dampfgaren
• im Anschluss Spülen im Puffer, horizontales Auslegen der Objektträger in
einer feuchten Kammer und Abdecken mit Deckgläsern zum Schutz vor
Austrocknung während der folgenden Inkubationen
• fünfminütige Inkubation von 100 µl Peroxidase Blocking Solution (Fa. DAKO
Hamburg, Deutschland) auf jedem Schnitt (dient der Inaktivierung der endo-
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genen (gewebeeigenen) Peroxidase, welche das Chromogen DAB ebenfalls
katalysieren und somit ein störendes Hintergrundsignal erzeugen würde)
• Spülen in Aqua dest und TBST
• Ansetzen des Primärantikörpers in Verdünnungsmedium (Fa. DAKO Ham-
burg, Deutschland) und Inkubation von 100 µl Antikörperlösung je Objekt-
träger über Nacht
• am Folgetag erneutes Spülen in Aqua dest und TBST um ungebundene
Antikörper auszuwaschen
• Inkubation von ca 100 µl (zwei Tropfen aus Gebrauchsflasche) Sekundäranti-
körper für 30 Minuten, anschließendes Spülen in Aqua dest und TBST
• Auftragen von 100 µl DAB-Lösung (wird hergestellt aus 50 µl DAB-Konzen-
trat mit 1 ml Substratpuffer (beides Fa. DAKO Hamburg, Deutschland),
zehnminütiges Inkubieren und anschließendes Spülen unter fließendem
Leitungswasser)
• Gegenfärbung mit Hämalaun für 15 Sekunden, um eine schwache, orien-
tierende Kernfärbung zu erzielen, anschließend mindestens fünf Minuten
fließend wässern mit Leitungswasser
• zuletzt aufsteigende Alkoholreihe mit 70% Ethanol, 96% Ethanol und 100%
Isopropanol zur Entwässerung, schließlich Überführung in Microclear
Abschließend werden die Schnitte in konservierendem Medium eingedeckt, wie
oben genauer beschrieben.
Für die vorliegende Arbeit wurden die immunhistochemischen Färbungen
mit dem Färbeautomaten TechMateTM500 Plus (Fa. DAKO Hamburg, Deutsch-
land) durchgeführt. Hierbei verfährt man zunächst wie in der oben beschriebenen
Handfärbung. Nach der Entparaffinierung, Rehydrierung und Vorbehandlung des
Gewebes laufen die Schritte automatisch im Färbeautomat ab. In diesem werden
die jeweiligen Reagenzien beziehungsweise Spüllösungen durch Kapillarkräfte
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zwischen zwei aneinanderliegende Objektträger schonend über die Gewebeschnit-
te gesogen. Der Kapillarspalt entsteht durch abstandgebende Farbbeschichtung
auf der Oberseite der ChemMateTM-Objektträger (Fa. DAKO Hamburg, Deutsch-
land), die Spaltbreite beträgt 150 µm. Das Eindecken der gefärbten Schnitte erfolgt
von Hand, wie oben beschrieben.
Zusätzlich zu den 49 Gewebeschnitten der Studienpatienten wurde bei jeder
Färbung je eine Positiv- und Negativkontrolle mitgeführt, um die Qualität der
Färbung zu evaluieren. Je nach zu untersuchendem Antigen wurden die Gewebe
für diese Kontrollfärbungen aufgrund in der Literatur beschriebener Expression
des Antigens ausgesucht. Zusätzlich wurde in Vorversuchen per Handfärbung
die Antigenrepräsentation im Kontrollgewebe sichergestellt. Bei den Vorversu-
chen wurde ebenfalls die jeweilige Vorbehandlung der Gewebeschnitte zur De-
maskierung des Antigens sowie die notwendige Verdünnungskonzentration des
Primärantikörpers ausgetestet.
Für die Negativkontrolle wurde das Kontrollgewebe mit sämtlichen Färbe-
schritten bearbeitet, anstelle eines Primärantikörpers wurde jedoch ausschließlich
das Verdünnungsmedium ohne Antikörper eingesetzt. Dieses Verfahren soll die
spezifisch durch den Primärantikörper definierte Färbung demonstrieren und
eine eventuelle „Hintergrundfärbung“ beispielsweise durch Kreuzreaktion des
Sekundärantikörpers ausschließen.
2.5.2 Nachweis von Renin
Der Versuch des immunhistologischen Nachweises von Renin wurde mithilfe eines
IgG-Primärantikörpers der Fa. Atlas, Schweden, in 1:200 Verdünnung unternom-
men. Die Vorbehandlung zur Epitopdemaskierung erfolgte durch Verwendung
eines Dampfgarer-Haushaltsgerätes der Fa. Kenwood, Japan. Hierzu wurde ei-
ne Pufferlösung mit pH 9 aus einem 10x-Konzentrat der Fa. DAKO Hamburg,
Deutschland, hergestellt. Das Pufferkonzentrat wurde 1:10 in Aqua dest verdünnt
und 20 Minuten lang vorgewärmt. Anschließend wurden die Gewebeproben 30
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Minuten in der Pufferlösung bei pH 9 gegart. Nach zwanzigminütigem Abkühlen
wurden die Gewebeschnitte in Aqua dest und schließlich in den Färbeautomat
überführt. Als Kontrollgewebe wurde Nierengewebe ausgewählt.
2.5.3 Nachweis von Angiotensinogen
Verwendet wurde ein IgG3κ-Maus-Primärantikörper gegen Angiotensinogen
(AGT, Fa. Abnova Heidelberg, Deutschland). Die Konzentration des Primäran-
tikörpers betrug 1:300 in Verdünnungsmedium. In einer zuvor durchgeführten
Austestung wurde festgestellt, dass für dieses Antigen keine Vorbehandlung des
Gewebes notwendig ist. Demnach wurden die Schnitte nach der Entparaffinierung
und Rehydrierung direkt in den Färbeautomaten überführt. Für die Kontrollen
wurde wiederum Nierengewebe mitgeführt.
2.5.4 Nachweis von Angiotensin Converting Enzyme 1 (ACE 1)
Die Anfärbung von ACE 1 (Angiotensin Converting Enzyme 1) im untersuchten
Gewebe wurde mit einem IgG-Antikörper (Fa. Abcam, UK) in 1:150 Konzentra-
tion vorgenommen. Die Vorbehandlung des Gewebes erfolgte im Dampfgarer.
Hierzu wurde eine Pufferlösung mit pH 6 hergestellt. Diese Pufferlösung erhält
man in 10x-Konzentration von der Fa. DAKO Hamburg, Deutschland. Nach Ver-
dünnung 1:10 in Aqua dest wurde die Lösung für 20 Minuten im Dampfgarer
vorgewärmt, bevor die Objektträger mit den Gewebeschnitten hineingegeben wur-
den. Die Schnitte wurden nun 30 Minuten gekocht, anschließend 20 Minuten in
der Pufferlösung bei Raumtemperatur abgekühlt. Schließlich wurden die Schnitte
wieder in Aqua dest gestellt und dem Färbeautomaten zugeführt. Es wurde erneut
Nierengewebe für die Kontrollen festgelegt.
2.5.5 Nachweis von Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE 2)
Zur Anfärbung von ACE 2 (Angiotensin Converting Enzyme 2) kam ein IgG-
Antikörper der Fa. Abcam, UK, zum Einsatz. Die Verdünnungskonzentration
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betrug 1:1000, als Vorbehandlung wurden die Gewebeproben bei pH 9 im Dampf-
garer wie oben beschrieben vorbehandelt. Kontrollgewebe war Nierenparenchym.
2.5.6 Nachweis des Aldosteron-Rezeptors
Der Versuch wurde mit einem IgG1-Antikörper gegen den Aldosteron-Rezeptor
(MCR = Mineralocorticoid-Rezeptor) der Fa. Acris Antibodies Herford, Deutsch-
land, unternommen. Die Verdünnung wurde in Vorversuchen auf 1:150 festgelegt.
Die Vorbehandlung des Gewebes erfolgte in pH 6-Pufferlösung im Dampfgarer,
wie oben beschrieben. Als Kontrollgewebe wurde Nierengewebe mitgeführt.
2.5.7 Nachweis des Vitamin D-Rezeptors
Die Färbung wurde mit einem IgG2b-Primärantikörper gegen den Vitamin D-
Rezeptor (VDR, Fa. Acris Antibodies Herford, Deutschland) in 1:100 Verdünnung
durchgeführt. Da dieser Antikörper aus Ratten gewonnen wurde, war die Verwen-
dung eines Brücken-Antikörpers notwendig (Rabbit anti-rat Ig Z0147, Fa. DAKO
Hamburg, Deutschland). Wiederum erfolgte die Vorbehandlung im Dampfgarer
bei pH 6. Die Kontrollen waren Hautgewebeschnitte.
2.5.8 Nachweis von TGF-β1
Die Anfärbung des Transforming-Growth-Factor β1 (TGF-β1) wurde mittels eines
IgG1-Primärantikörpers der Fa. AbD Serotec Düsseldorf, Deutschland, durch-
geführt. Die Verdünnung betrug 1:2000. Das Gewebe wurde mit der oben be-
schriebenen Methode des Dampfgarens bei pH 6 vorbehandelt, anschließend
im Färbeautomat angefärbt. In Vorversuchen wurde das Testgewebe auf Niere
festgelegt.
2.5.9 Nachweis von NFκB
Die Anfärbung des Gewebes erfolgte mit einem IgG1-Antikörper gegen die Un-
tereinheit p65 des NFκB- Komplexes (Fa. Santa Cruz Biotechnology Heidelberg,
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Deutschland). Die Verdünnung betrug 1:200. Auch hier erfolgte die Vorbehand-
lung des Gewebes im Dampfgarer bei pH 6. Zur Kontrolle wurde Mamma-Gewebe
mitgeführt.
2.6 Semiquantitative Auswertung
Die Beurteilung der bearbeiteten Gewebeschnitte erfolgte mit einem Leica DM2000
Mikroskop (Fa. Leica, Deutschland). Sämtliche Schnitte wurden semiquantitativ
ausgewertet, die mikroskopisch gewonnenen Informationen werden also nicht in
absoluten Zahlenwerten, sondern in relativen Größenordnungen wie etwa schwach,
mäßig oder stark wiedergegeben.
Bei der Auswertung wurden folgende Zellarten unterschieden:
• Fibrozyten sind langlebige, ortsständige Zellen des Bindegewebes.
• Fibroblasten sind aktive Fibrozyten, sie bilden die extrazelluläre Matrix
durch Synthese von Kollagen und anderen Proteinen.
• Mesothelien sind die physiologischen Epithelien des Peritoneums und bil-
den dessen Oberfläche. Es handelt sich um ein- bis zweireihiges, kubisches
Epithel. Es kann bei entzündlichen oder malignen Prozessen zu einem mehr-
reihigen, hyperplastischen Epithel proliferieren.
• Endothelien bilden die Gefäßinnenhaut und kleiden sämtliche großen und
kleinen Blutgefäße aus.
• Rundzellen umfassen die mikroskopisch schwer unterscheidbaren Zellarten
der Lymphozyten, der Plasmazellen sowie der Makrophagen und Histiozy-
ten. Sie stellen das pathologische Korrelat einer chronischen Entzündung
mit Beteiligung des adaptiven Immunsystems dar.
• Granulozyten sind polymorphkernige Zellen des angeborenen Immunsys-
tems und umfassen die Zellarten der neutrophilen, der eosinophilen und
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der basophilen Granulozyten. Sie repräsentieren ein akutes entzündliches
Geschehen.
Zusätzlich wurde die extrazelluläre Matrix (= EZM) untersucht, welche vorwie-
gend aus unterschiedlichen Kollagentypen und anderen Glykoproteinen besteht
und bei fibrotischen Prozessen deutlich an Masse zunimmt. Andere Gewebe wie
Fettgewebe, Muskelgewebe oder Nervengewebe wurden bei der Auswertung
nicht berücksichtigt.
2.6.1 Auswertung der HE-Färbung
Die HE-Färbung ist die typische Routinefärbung zur Beurteilung der histologi-
schen Morphologie. In dieser Arbeit wurden die gefärbten Schnitte nach folgenden
Merkmalen untersucht:
• Grad der Fibrose 0-3
• Fibroblasten foci 0-3
• Mesotheliale Hyperplasie 0-3
• Mesotheliale Denudation 0/1
• Azelluläre Areale 0/1
• Zellreichtum 0-3
• Gefäßreichtum 0-3
• Vaskulopathie 0/1
• Einblutungen 0-3
• Akute Inflammation 0-3
• Chronische Inflammation 0-3
• Fibrin-Ablagerungen 0-3
• Eisen-Ablagerungen 0-3
• Kalksalz-Ablagerungen 0/1
Parameter mit Wertebereichen von 0-3 geben dabei je nach untersuchtem Merk-
mal eine Quantität oder Qualität wieder, mit 0 = keine Ausprägung, 1 = milde
Ausprägung, 2 = moderate Ausprägung und 3 = starke Ausprägung. Parameter
mit Werten von 0/1 geben ein binäres nein oder ja wieder, je nachdem, ob das
entsprechende Merkmal vorhanden ist oder nicht.
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2.6.2 Auswertung der Eisenfärbung
Mit der Eisenfärbung wurde das Ausmaß der pathologischen Hämosiderin-Ab-
lagerungen bewertet. Dabei wurden die Schnitte komplett durchgemustert und
die Quantität der blau gefärbten Ablagerungen bestimmt. Hierzu wurden vier
Grade definiert: Grad 0 entspricht keinen sichtbaren Ablagerungen, Grad 1 ent-
spricht vereinzelt kleinen Ablagerungen, Grad 2 entspricht zahlreichen kleinen
oder vereinzelt großen Ablagerungen und Grad 3 entspricht zahlreichen großen
Hämosiderin-Ablagerungen im untersuchten Gewebe. Die Ergebnisse wurden bei
den immunhistochemischen Auswertungen berücksichtigt, um eine Verwechslung
von Hämosiderin-Pigmenten und Diaminobenzidin-Färbung zu vermeiden.
2.6.3 Auswertung der immunhistochemischen Färbungen
Zur Bewertung immunhistochemischer Färbungen wird zumeist der sogenann-
te Immunreaktive Score (IRS) erhoben. Dieser Score ergibt sich aus Menge und
Intensität der angefärbten Zellen. Die Menge der angefärbten Zellen wird als pro-
zentualer Anteil der positiven (= angefärbten) Zellen durch Auszählen ermittelt.
Für diese Studie wurde in elf Kategorien von 0 bis 10 unterteilt, wobei 0 für keine
gefärbten Zellen steht, 1 für 1% bis 10% Anteil positiver Zellen, 2 für 11% bis 20%
Anteil positiver Zellen und so weiter, bis 10 für 91% bis 100% Anteil positiver
Zellen. Dieser Wert wurde zunächst für jede Färbung als Mittelwert aus der Ge-
samtheit aller Zellarten bestimmt. Anschließend wurde auch für die einzelnen,
oben beschriebenen Zelltypen ein entsprechender Wert erhoben.
Die Intensität der Färbung wurde in vier Grade eingeteilt: Grad 0 bei keiner
sichtbaren Färbung, Grad 1 bei schwacher Färbung, Grad 2 bei mäßiger Färbung
und Grad 3 bei starker Farbintensität.
Durch Multiplikation der Mittelwerte für die Menge der positiven Zellen und
deren Farbintensität wurde für jeden Zelltypus der immunreaktive Score errechnet,
welcher folglich Werte zwischen 0 und 30 annehmen kann.
Die extrazelluläre Matrix (EZM) wurde hinsichtlich Intensität und Färbemuster
ausgewertet. Die Intensität kann dabei vier verschiedene Grade annehmen: Grad 0
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bei keiner sichtbaren Färbung, Grad 1 bei schwacher Färbung, Grad 2 bei mäßiger
Färbung und Grad 3 bei starker Färbung. Das Muster der Färbung wurde in diffus
und fokal unterschieden, je nachdem, ob große, flächige Teile der EZM oder nur
einzelne, fokale Bereiche angefärbt waren.
Es wurden von jedem Schnitt, falls möglich, fünf zufällig ausgewählte Gesichts-
felder, so genannte „High Power Fields“ (= HPF), bei definierter Vergrößerung
ausgewertet und anschließend ein Mittelwert berechnet. Bei sehr kleinen Gewebe-
proben konnten gelegentlich keine fünf Gesichtsfelder verwendet werden, so dass
entsprechend weniger HPF ausgewertet wurden. Die Auswahl der HPF erfolgte
dabei unselektiv, nach Möglichkeit entsprechend folgendem Schema: zunächst
wurde ein Blickfeld mit (sub-)mesothialer Zone aufgesucht und ausgewertet.
Anschließend wurden drei Blickfelder ausgelassen, das Darauffolgende wurde
ausgewertet, dann weitere drei HPF ausgelassen und so weiter, bis schließlich
fünf HPF ausgewertet waren.
Die Natur der immunhistochemischen Methodik birgt den großen Vorteil, die
beobachteten Ergebnisse nicht nur in ihrer quantitativen Ausprägung, sondern
auch in ihrer örtlichen Lokalisation darstellen zu können. Pathologische Verände-
rungen können daher oftmals genauen Gewebearten und Zelltypen zugeordnet
werden, auch der Ort dieser Veränderungen innerhalb des strukturellen Aufbaus
eines Organs kann beschrieben werden. Als Nachteil bringt dies mit sich, dass
durch rein zufällige Selektion der ausgewerteten Areale eines Gewebeschnittes
wesentliche pathologische Veränderungen übersehen werden können, weil sich
diese nur in bestimmten Bereichen innerhalb des untersuchten Organs abspielen.
Um dieser Tatsache gerecht zu werden, wurde für Untersuchungen dieser
Art das Konzept der „region of interest“ erdacht. Durch Vorabbetrachtung der
angefärbten Gewebeschnitte wird in einer groben Vorauswertung festgestellt,
welche Arten von Gewebe und welche spezifischen Zellarten aufgrund ihrer
Präsentation des gesuchten Antigens angefärbt wurden. Dabei vorgefundene
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Farbintensitäten werden in verschiedene Grade definiert und dokumentiert. Auch
wird untersucht, ob sich die angefärbten Zellen und Gewebe gleichmäßig über
den Gewebeschnitt verteilen, oder ob es offensichtliche Areale von besonderem
Interesse gibt, in denen die Färbung besonders stark oder schwach ausgeprägt ist.
Anhand dieser Vorauswertung werden also die in der eigentlichen Auswertung
zu berücksichtigen Zell- und Gewebearten und deren Intensitätsgrade festgelegt,
sowie eventuell nach obiger Maßgabe eine „region of interest“ definiert.
Die genauen Auswertungsschemata für die immunhistochemischen Färbungen
in dieser Arbeit wurden gemeinsam mit erfahrenen Klinikern und Pathologen für
jede Färbung einzeln festgelegt und werden weiter unten genauer ausgeführt.
2.7 Statistische Aufbereitung
Zur Bewertung der erhobenen Daten hinsichtlich ihrer Signifikanz müssen diese
nach statistischen Methoden aufbereitet werden. Bis auf eine Ausnahme (s.u.) wur-
den sämtliche statistischen Tests mit GraphPad Prism Version 5.01 für Windows
durchgeführt (GraphPad Software, San Diego USA, www.graphpad.com).
Je nach Eigenschaft der Variablen (= Merkmale) müssen jeweils verschiedene
statistische Verfahren (= Tests) verwendet werden. Den überwiegenden Teil der
in dieser Arbeit erhobenen Merkmale stellen dabei sogenannte ordinalskalierte
Merkmale dar. Ordinalskalen beinhalten Merkmale, deren Ausprägungen in einer
bestimmten Reihenfolge sortiert werden können, bei denen aber keine Aussage
über den absoluten Abstand zwischen den Ausprägungen gemacht werden kann
(= kategoriale Skala). Dies trifft beispielsweise für das semiquantitative Merkmal
Intensität zu. Dieses Merkmal kann je nach Ausprägung schwach, mäßig oder stark
in eine hier offensichtliche Rangfolge gebracht werden, jedoch sind mathemati-
sche Aussagen wie arithmetische Mittelwerte oder Standardabweichungen nicht
zulässig, da beispielsweise mäßige Werte eben nicht als Vielfaches schwacher Werte
angegeben werden können und etwa auch keine „halben“ Werte existieren.
Die erhobenen immunreaktiven Scores (IRS) sind allesamt ebenfalls ordinals-
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kalierte Variablen. Zulässige Aussagen über diesen Score sind beispielsweise
Mediane und Perzentilen. Um Aussagen über Unterschiede der IRS zwischen den
drei Studiengruppen dieser Arbeit machen zu können, wurden diese mit dem
sogenannten Kruskal-Wallis Test ausgewertet.
Das Ergebnis des Testes ist ein sogenannter p-Wert. Je niedriger dieser Wert ist,
vereinfacht ausgedrückt, desto unwahrscheinlicher ist das beobachtete Ergebnis
ein Zufallsprodukt. In wissenschaftlichen Arbeiten gilt ein Ergebnis üblicherweise
dann als statistisch signifikant, wenn die Wahrscheinlichkeit eines Zufallsereignis-
ses unter 5% liegt, also der p-Wert kleiner als 0.05 ist. Im Umkehrschluss bedeutet
dies, dass das untersuchte Merkmal mit 95%-iger Wahrscheinlichkeit einer un-
abhängigen Verteilung in den verglichenen Grundgesamtheiten folgt. Dies wird
als 95%-Konfidenzbereich bezeichnet. Als besonders signifikant gelten p-Werte
kleiner 0.01 und als höchst signifikant p-Werte kleiner 0.001.
Im Falle eines signifikanten Ergebnisses wird der Kruskal-Wallis Test durch
den sogenannten Dunn’s Multiple Comparison Test ergänzt, welcher die Gruppen
einzeln gegeneinander testet und ebenfalls einen p-Wert ausgibt.
Für diskrete oder stetige Merkmale, welche das Skalenniveau der Kardinalskalen
erreichen, stehen Teste zur Varianzanalyse zur Verfügung (analysis of variance,
ANOVA). Kardinalskalen geben, im Gegensatz zu den Ordinalskalen, nicht nur
Auskunft über die Reihenfolge der Merkmalswerte, sondern auch über den ge-
nauen Abstand der Werte zueinander. Ein Beispiel für eine Kardinalskala mit
diskreten (= ganzzahligen) Variablen ist etwa die Anzahl der Peritonitiden der
Studienteilnehmer. Stetige Variablen sind reelle Zahlen, also solche Zahlen, die mit
Nachkommastellen angegeben werden können. Beispielhaft für eine Kardinals-
kala mit stetigen Variablen seien die ausgewerteten Laborparameter genannt. Es
existiert in beiden Beispielen zudem ein „echter“, absoluter Nullpunkt, sodass hier
von einer Verhältnisskala gesprochen wird. Hierbei handelt es sich um das höchst-
mögliche Skalenniveau, Mittelwerte, Standardabweichungen und mathematische
Transformationen sind zulässig.
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Zeigen sich in der Varianzanalyse signifikante Abweichungen, so wird auch in
diesem Fall ein Post-Test durchgeführt. In dieser Arbeit wurde für die kardinalska-
lierten Variablen der sogenannte Dunnett’s Multiple Comparison Test verwendet,
welcher die einzelnen Gruppen im direkten Vergleich testet.
Manche Merkmale wurden nur zwischen zwei der insgesamt drei Studiengruppen
untersucht, weil diese Merkmale nur in diesen beiden Gruppen erhoben wurden.
Dies war zum Beispiel der Fall bei der Auswertung der Mesothelien, da in keiner
Gewebeprobe der EPS-Gruppe intakte Mesothelien gefunden werden konnten.
Für den Vergleich zweier unabhängiger Stichproben mit ordinalskalierten Daten
wie im Falle der Mesothelien-IRS ist der sogenannte Mann-Whitney Test geeignet.
Dieser Test entspricht im Wesentlichen dem Kruskal-Wallis Test, letzterer ist jedoch
nur für drei oder mehr Stichproben valide.
Kardinalskalierte Variablen, welche lediglich in zwei Gruppen erhoben wurden,
wurden mithilfe eines zweiseitigen t-Testes für unabhängige Stichproben statis-
tisch ausgewertet. Beispielhaft sei etwa die Dauer der Peritonealdialyse genannt,
welche per definitionem in der Urämie-Gruppe noch nicht durchgeführt worden
war.
Einige wenige untersuchte Merkmale dieser Studie sind rein nominalskalierte
Werte. Dies sind Merkmale, welche zwar in verschiedene Ausprägungen eingeteilt
werden können, jedoch keine Rangordnung ermöglichen. Dies trifft zum Beispiel
auf das Geschlecht der Studienteilnehmer zu, sowie auf das Färbemuster der extra-
zellulären Matrix. Zur Auswertung wurden diese Werte zunächst in sogenannte
Kontingenztafeln sortiert und anschließend mithilfe der R Statistik-Software, Ver-
sion 2.14.1 getestet.
In Kontingenztafeln werden die absoluten Häufigkeiten der beobachteten Er-
eignisse nach Ausprägung und nach Studiengruppe getrennt eingetragen. Ein weit-
hin bekanntes Beispiel einer Kontingenztafel stellt die sogenannte 4-Feldertafel
dar. Es stellt sich für den Auswerter nun die Frage, in wie weit das beobachtete
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Ergebnis von einer zufällig verteilten Stichprobe abweicht. Zur Beantwortung
dieser Frage stehen verschiedene statistische Testverfahren zur Verfügung, eines
davon ist der so genannte exakte Fisher-Test. Dieser Test prüft, vereinfacht gesagt,
ob zwei oder mehrere Merkmale zweier oder mehrerer Grundgesamtheiten auf
gleiche Art verteilt sind. Der Test ist, im Gegensatz zum ähnlich verwendeten
Chi-Quadrat Test, auch bei geringem Stichprobenumfang valide.
Das Ergebnis des Testes ist ein exakter p-Wert und gibt an, wie wahrscheinlich
das untersuchte Merkmal in beiden Grundgesamtheiten der gleichen Häufigkeits-
verteilung folgt. Ist der p-Wert kleiner als 0.05 bedeutet dies, dass das untersuchte
Merkmal mit 95%-iger Wahrscheinlichkeit einer unabhängigen Verteilung folgt,
damit gilt das Ergebnis als statistisch signifikant.
2.8 Fehlerquellen
Wie jede wissenschaftliche Arbeit birgt die vorliegende Studie eine Reihe von
möglichen Fehlerquellen, welche teilweise in der Methodik, teilweise aber auch
in der menschlichen Natur begründet liegen. Trotz größter Gewissenhaftigkeit
und Sorgfalt können niemals sämtliche Fehlerquellen ausgeschlossen werden, jede
seriöse wissenschaftliche Beobachtung ist in dieser Hinsicht zu hinterfragen.
Eine Übersicht über mögliche Fehlerquellen dieser Arbeit soll folgende Auflistung
geben, ohne Anspruch auf Vollständigkeit zu erheben:
• sample error: sowohl bei der Probengewinnung als auch bei der Auswer-
tung unterliegt das untersuchte Material einer gewissen Selektion, nämlich
durch den Chirurgen bei der Entscheidung für den Ort der Exzision, sowie
auch beim Auswerter bei der Auswahl der Studienpatienten oder bei der
eventuellen Festlegung einer „region of interest“ im untersuchten histolo-
gischen Schnitt. Diese Selektion birgt die Gefahr des „sample errors“, das
heißt, bereits die Selektionsentscheidung kann den tatsächlichen Sachverhalt
verfälschen.
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• Artefakte: Artefakte sind durch technischen oder menschlichen Einfluss ent-
standene, artifizielle Phänomene, welche die Auswertung der Ergebnisse
mitunter beeinträchtigen können. Beispielhaft sei die häufig beobachtete
Gewebedenaturierung durch die Vorbehandlung bei den immunhistochemi-
schen Färbungen genannt.
• „menschliche Fehler“: bei der Auswertung der immunhistochemischen
Schnitte können Fehler beim Abzählen der Zellen oder deren Einordnung in
Zelltypen zum Beispiel durch starke Hintergrundfärbung der extrazellulären
Matrix auftreten.
• weitere: Fehler im Studiendesign, bei der statistischen Auswertung oder bei
der Interpretation von Ergebnissen.
2.9 Dokumentation der Ergebnisse, Flächenberechnung
Es wurden für jede Auswertung digitale Fotoaufnahmen einzelner Präparate
angefertigt, um beispielsweise Farbintensitäten für die IRS zu definieren und zu
dokumentieren. Die Aufnahmen wurden mit der CCD-Kamera des verwendeten
Leica DM2000 Mikroskops (Fa. Leica, Deutschland) angefertigt und auf dem
Laborserver gespeichert.
Zur Berechnung der Schnittfläche für die flächenbezogene Auszählung der Mast-
zellen in der Renin-Färbung wurde der Slide Scanner Leica SCN400, Fa. Leica,
Deutschland verwendet. Mit diesem wurden die 51 gefärbten Objektträger der
Renin-Färbung (49 Studienpatienten sowie je eine Positiv- und Negativkontrolle)
in 40x Vergrößerung eingescannt und gespeichert. Zur Ausmessung der Fläche
wurde die SlidePath Gateway ClientTM-Software der Fa. Leica, Deutschland ver-
wendet. Hierbei wurden denaturierte Areale und Granulomgewebe nicht mit
einbezogen, da diese Gewebeanteile auch bei der Auswertung nicht berücksich-
tigt worden waren. Die so errechnete Schnittfläche wurde bei der statistischen
Aufbereitung der Mastzellauswertung einbezogen.
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3 Ergebnisse
3.1 Klinische Daten
Von jedem Patienten wurden beim Einschluss in die Studie verschiedene per-
sönliche und klinische Daten erhoben, desweiteren eine Blutentnahme durchge-
führt. Für diese Arbeit wurden Geschlecht und Alter der Patienten, die Dauer der
Peritonealdialyse sowie die Anzahl der im Laufe selbiger aufgetretenen, infekti-
ösen Peritonitiden statistisch untersucht.
Von den 49 Studienpatienten waren insgesamt 34 männlich und 15 weiblich. In der
Studiengruppe PD (n = 16) waren 10 Männer und 6 Frauen eingeschlossen, in der
EPS-Gruppe (n = 15) weitere 12 Männer und 3 Frauen und in der Urämie-Gruppe
(n = 18) waren 12 Patienten männlich und 6 weiblich. Die Geschlechterverteilung
wurde mit dem oben erwähnten Verfahren des exakten Fisher-Tests untersucht.
Das Ergebnis zeigt eine nicht signifikante Abweichung von einer zufällig verteilten
Stichprobe (p = 0.5882, exakter Fisher-Test).
Das Alter der Patienten wurde mittels einer einfaktoriellen Varianzanalyse
(one-way ANOVA) auf signifikant abweichende Mittelwerte der Studiengruppen
untersucht. Das Ergebnis war nicht signifikant (p = 0.1240, one way ANOVA).
Die Dauer der Peritonealdialyse wurde mittels eines zweiseitigen t-Tests auf
Abweichungen der Mittelwerte zwischen den Studiengruppen PD und EPS unter-
sucht. Es zeigte sich kein statistisch relevanter Unterschied (p = 0.5166, unpaired
t-Test). Dies war im Vorfeld durch Selektion der Patienten beim Einschluss in
diese Studie beabsichtigt worden, um die Vergleichbarkeit und Aussagekraft der
Beobachtungen zu erhöhen.
Die Auswertung der Anzahl der bis zum Zeitpunkt der Probengewinnung
aufgetretenen Peritonitiden mittels t-Test ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Studiengruppen PD und EPS (p = 0.4638, unpaired t-Test).
Zur Übersicht der klinischen Parameter siehe auch Abbildung 12 auf Seite 54.
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3.2 Laborparameter
Anhand der bei Studieneinschluss entnommenen Blutproben wurden verschiede-
ne Werte labortechnisch gemessen:
• Leukozyten- und CRP-Konzentration als Entzündungsparameter
• Parathormon, Calcium und Phosphat als Parameter eines Vitamin D-Mangels
bzw. sekundären Hyperparathyreoidismus
• Kreatinin und Hämoglobin
Bei keinem dieser untersuchten Laborwerte zeigte sich durch Varianzanalyse ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den drei Studiengruppen. Abbil-
dung 12 zeigt die klinischen Daten und Laborparameter in tabellarischer Form.
Variable PD EPS Urämie p 
 
n 
 
 
16 
 
15 
 
18 
 
Alter 
(Jahre; MW ± SD) 
54.1 ± 15.2 50.9 ± 12.8 60.4 ± 12.4 0.12 
PD-Dauer  
(Monate; MW ± SD)  
55.1 ± 21.2 60.0 ± 20.8  0.51 
Peritonitis 
(1:n Monate; MW) 
1:46 Monate 1: 38 Monate  0.46 
Hb 
(g/dl; MW ± SD; [13–18]) 
11.4 ± 1.4 11.1 ± 2.3 10.3 ± 1.3 0.15 
Leukozyten 
(G/l; MW  ± SD; [4.0–11.3]) 
7.4 ± 2.2 7.6 ± 2.6 7.6 ± 2.2 0.94 
CRP 
(mg/dl; MW ± SD;  [<1]) 
7.2 ± 13.1 0.45 ± 0.56 1.5 ± 3.5 0.055 
Phosphat 
(mmol/l; MW ± SD; [0.68–1.68]) 
1.7 ± 0.7 1.5 ± 0.5 1.5 ± 0.3 0.65 
Calcium  
(mmol/l; MW ± SD; [1.90–2.70]) 
2.3 ± 0.2 2.2 ± 0.3 2.2 ± 0.15 0.46 
PTH  
(pmol/l; MW± SD; [1.1–7.3]) 
27.1 ± 25 28.4 ± 29.4 26.8 ± 20.1 0.98 
Kreatinin  
(mg/dl; MW ± SD; [0.5–1.4]) 
8.3 ± 4.0 6.8 ± 3.4 5.9 ± 2.2 0.09 
(MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung; [Normbereich]) 
Abb. 12: Klinische Daten und Laborwerte der Studienpatienten
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3.3 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Die HE-Färbung diente in dieser Studie zur Erhebung definierter Parameter, wel-
che im Rahmen der peritonealen Fibrose und der EPS häufig verändert sind. Die
Ergebnisse der HE-Auswertung stammen aus bislang unveröffentlichten Daten
dieser Arbeitsgruppe und wurden nicht durch den Doktoranden ausgewertet. Es
wurden 44 Gewebeproben der 49 Studienpatienten ausgewertet.
Es zeigte sich, dass die Merkmale der mesothelialen Denudation, der Fibrinabla-
gerung und der Einblutungen in der EPS-Gruppe höchst signifikant höher lagen
als in den beiden anderen Gruppen (p < 0.001).
Hoch signifikant höhere Werte wiesen die EPS-Patienten bei den Ablagerungen
von Hämosiderin-Eisen auf (p < 0.01).
Die Werte Fibroblasten-foci, Gefäßreichtum und Rundzellinfiltrate als Zeichen
der chronischen Inflammation lagen ebenfalls in der EPS-Gruppe signifikant höher
(p < 0.05).
Eine Übersicht der Ergebnisse der HE-Färbung gibt Abbildung 13 auf Seite 56.
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Variable PD EPS Urämie p 
 
n 
 
 
15 
 
15 
 
14 
 
 
Mesotheliale Hyperplasie 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
0 0 0 0.32 
Mesotheliale Denudation 
(Verteilung [0/1]; exakter Fisher-Test) 
11/4 2/13 10/3 <0.001*** 
Fibrose 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
2 2 2 0.79 
Fibroblasten foci 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
1 1 0 0.01* 
Exsudation 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
0 0 0 0.37 
Fibrin Ablagerungen 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
0 1 0 <0.001*** 
Zellreichtum 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
1 2 1 0.08 
Azelluläre Areale 
(Verteilung [0/1]; exakter Fisher-Test) 
12/3 9/6 12/2 0.31 
Gefäßreichtum 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
1 2 1 0.01* 
Vaskulopathie 
(Verteilung [0/1]; exakter Fisher-Test) 
14/1 14/1 14/0 1 
Akute Inflammation 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
0 0 0 0.07 
Chronische Inflammation 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
1 2 1 0.02* 
Einblutungen 
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
0 1 0 <0.001*** 
Kalksalzablagerungen 
(Verteilung [0/1]; exakter Fisher-Test) 
15/0 15/0 14/0 1 
Eisenablagerungen  
(Median [0-3]; Kruskal-Wallis Test) 
0 1 0 0.005** 
          *    = signifikant 
          **  = hoch signifikant 
          *** = höchst signifikant 
Abb. 13: Ergebnisse der HE-Färbung
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3.4 Immunhistochemische Ergebnisse
Von allen 49 Studienpatienten wurden jeweils acht immunhistochemische Fär-
bungen durchgeführt (entspricht 392 gefärbten Gewebeschnitten) und durch den
Doktoranden ausgewertet.
Für jede Färbung wurden verschiedene Auswertungskriterien erarbeitet, nachdem
das jeweilige Färbemuster vorab in einer groben Betrachtung gesichtet wurde.
In diesen Vorauswertungen wurde beispielsweise festgestellt, welche Zellarten
angefärbt waren und demnach bei der Auswertung berücksichtigt werden sollten.
Desweiteren wurden per Mikroskopie-Aufnahmen die jeweiligen Intensitäten der
einzelnen Färbungen definiert und dokumentiert.
Für alle immunhistochemischen Färbungen wurde zunächst ein „Gesamtwert“
angegeben, der als prozentualer Anteil der angefärbten Zellen im Verhältnis zur
Gesamtheit aller Zellen zu verstehen ist. Anschließend wurde nach Zelltypus
differenziert ausgewertet und wie oben beschrieben der immunreaktive Score (IRS)
berechnet. Die Färbung der extrazellulären Matrix wurde lediglich nach Intensität
und Färbemuster bewertet. Die IRS-Werte der drei Studiengruppen wurden dann
mittels Kruskal-Wallis-Test wie oben beschrieben statistisch aufbereitet und im
Falle eines signifikanten Ergebnisses durch den Dunn’s Multiple Comparison Test
ergänzt.
Die genauen Auswertungsschemata der einzelnen Färbungen sowie Ausnahmen
und Besonderheiten bei der Auswertung und Statistik werden in den Unterkapi-
teln dieser Färbungen genauer erläutert.
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3.4.1 Nachweis von Renin
Der Nachweis von Renin im untersuchten Material gelang bei verschiedenen
Zellarten. In einer groben Vorauswertung wurden diese Zellarten als Mesothe-
lien, Endothelien sowie zunächst nicht näher differenzierbare, mononukleäre
Zellen identifiziert. Desweiteren wurde gelegentlich eine schwache Färbung der
extrazellulären Matrix festgestellt.
Anhand der Morphologie und des Verteilungsmusters der angefärbten mono-
nukleären Zellen, sowie aufgrund von Erfahrungswerten aus vorangegangenen
Untersuchungen dieser Arbeitsgruppe wurde vermutet, dass es sich bei diesen
Zellen um Mastzellen handelt [103]. Zur genaueren Identifizierung wurden bei
Gewebeproben mit besonders vielen fraglichen Mastzellen verschiedene histologi-
sche und immunhistochemische Färbungen durchgeführt. In der Naphthol-AS-D-
Chloracetat-Esterase-Färbung zeigte sich dabei eine stark positive Färbung der
fraglichen Zellen. In Verbindung mit Lokalisation und Morphologie wurden diese
Zellen fortan, auch bei der Auswertung der Angiotensinogen-Färbung (s.u.), als
Mastzellen betrachtet.
Es fanden sich in acht Gewebe der PD Gruppe sowie in elf Gewebe der Urämie-
Gruppe intakte Mesothelien, jedoch keine in der EPS-Gruppe. Die Gewebe wurden
mit einem 40x-Objektiv untersucht, was einer Gesamtvergrößerung (Okkular und
Objektiv) von 400x entspricht. Die Gefäßwerte sind Mittelwerte aus fünf HPF, die
Mesothelienwerte Mittelwerte aus dem gesamten Präparat. Mastzellen wurden
in absoluter Anzahl im gesamten Präparat abgezählt, durch die Gesamtfläche
des Präparates geteilt und in der Einheit [1/mm2] angegeben. Die Gesamtfläche
der einzelnen Präparate wurde durch Mikro-Fotographie und anschließendem
Ausmessen durch Computer-Software berechnet, genaueres siehe oben.
Es zeigten sich weder für den Gesamtwert noch für die einzelnen Zellarten
signifikante Ergebnisse, auch die Auswertung des Färbemusters der extrazellulä-
ren Matrix ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Studiengruppen
(p = 0.7143, exakter Fisher-Test).
58
3 Ergebnisse
Renin: gesamt
PD EP
S
Ur
äm
ie
0
2
4
6
8
10
Minimum
25% Percentile
Median
75% Percentile
Maximum
PD
0.0
1.000
1.000
1.000
1.000
EPS
1.000
1.000
1.000
1.000
1.000
Urämie
0.0
1.000
1.000
1.000
1.000
Kruskal-Wallis test
P value
Exact or approximate P value?
P value summary
Do the medians vary signif. (P < 0.05)
0.3539
Gaussian Approximation
ns
No
Studiengruppen
M
en
g
e 
g
es
am
t
Abb. 14: Anteil positiver Zellen nach Anfärbung mit Renin-Antikörpern
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Renin: Mesothelien
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Abb. 15: Immunreaktiver Score der Mesothelien
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Renin: Gefäße
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Abb. 16: Immunreaktiver Score der Gefäße
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Abb. 17: Anzahl positiver Mastzellen pro mm2
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Abb. 18: Intenstität der extrazellulären Matrixfärbung
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3.4.2 Nachweis von Angiotensinogen
Angiotensinogen-Moleküle wurden erfolgreich nachgewiesen. Mesothelien, Endo-
thelien, Granulozyten sowie zunächst nicht weiter differenzierbare, mononukleäre
Zellen wurden teilweise angefärbt. Die extrazelluläre Matrix wurde in unterschied-
licher Intensität markiert.
Die mononukleären Zellen wurden entsprechend der im vorherigen Unter-
kapitel beschriebenen Sachverhalte als Mastzellen identifiziert. Diese waren in
variablem Maße deutlich angefärbt, desweiteren wurde ein gehäuftes Vorkommen
in perivasalen Gewebeabschnitten beobachtet. Es wurden daher für die Mastzell-
Auswertung gezielt perivasale Areale als „region of interest“ aufgesucht und
ausgewertet.
Es fanden sich in acht PD- sowie in elf Urämie-Patienten intakte Mesothelien,
keine in der EPS-Gruppe. Die Werte der Mesothelien sind Mittelwerte aus dem ge-
samten Präparat, Gefäßwerte dagegen Mittelwerte aus fünf HPF bei 10x-Objektiv.
Mastzellen wurden in fünf selektierten HPF bei 10x-Objektiv, nach Intensität dif-
ferenziert, ausgezählt. Als Besonderheit bei der AGT-Auswertung wurden hier
auch die Granulozyten flächenbezogen ausgezählt und nach Intensitäten getrennt
ausgewertet. Intensitäten wurden mit 40x-Objektiv bestimmt.
Die statistische Auswertung zeigte signifikant abweichende Gefäß-IRS. Der
durchgeführte Dunn’s Post-Test bestätigte signifikant niedrigere IRS in der EPS-
Gruppe im Vergleich mit der PD-Gruppe (p < 0.05) sowie hoch signifikant niedri-
gere IRS verglichen mit der Urämie-Gruppe (p < 0.01).
Alle übrigen Zellreihen zeigten nicht signifikant abweichende IRS-Werte zwi-
schen den Studiengruppen.
Die Auswertung der EZM-Verteilung ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Studiengruppen (p = 0.7682, exakter Fisher-Test).
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Abb. 19: Anteil positiver Zellen nach Anfärbung mit AGT-Antikörpern
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Abb. 20: Immunreaktiver Score der Mesothelien
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Abb. 21: Immunreaktiver Score der Gefäße
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Abb. 22: Übersicht: AGT-positive Mastzellen pro Gesichtsfeld
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Abb. 23: Gesamtzahl positiver Mastzellen pro Gesichtsfeld
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Abb. 24: Anzahl stark positiver Mastzellen pro Gesichtsfeld
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Abb. 25: Anzahl mäßig positiver Mastzellen pro Gesichtsfeld
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Abb. 26: Anzahl schwach positiver Mastzellen pro Gesichtsfeld
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Abb. 27: Übersicht: AGT-positive Granulozyten pro Gesichtsfeld
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Abb. 28: Gesamtzahl positiver Granulozyten pro Gesichtsfeld
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Abb. 29: Anzahl stark positiver Granulozyten pro Gesichtsfeld
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Abb. 30: Anzahl mäßig positiver Granulozyten pro Gesichtsfeld
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Abb. 31: Anzahl schwach positiver Granulozyten pro Gesichtsfeld
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Abb. 32: Intenstität der extrazellulären Matrixfärbung
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3.4.3 Nachweis von Angiotensin Converting Enzyme 1 (ACE 1)
ACE 1 wurde ausschließlich in Endothel-Zellen gefunden, Mesothelien waren ne-
gativ. Gelegentlich wurde eine Anfärbung der extrazellulären Matrix verzeichnet.
Zur Auswertung wurden fünf Gesichtsfelder bei 20x-Objektiv herangezogen.
Intensitätsbestimmungen erfolgten bei 40x-Objektiv.
Statistisch zeigte sich kein signifikanter Unterschied für die Gefäß-IRS und
die EZM-Intensitäten zwischen den Studiengruppen. Die Auswertung des EZM-
Verteilungsmusters ergab kein signifikantes Ergebnis (p = 1, exakter Fisher-Test).
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Abb. 33: Anteil positiver Zellen nach Anfärbung mit ACE 1-Antikörpern
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Abb. 34: Immunreaktiver Score der Gefäße
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Abb. 35: Intenstität der extrazellulären Matrixfärbung
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3.4.4 Nachweis von Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE 2)
Der Nachweis von ACE 2 gelang in allen untersuchten Zellarten. Auch die extra-
zelluläre Matrix war überwiegend angefärbt.
Es wurden Mittelwerte aus fünf HPF bei 20x-Objektiv berechnet, Mesotheli-
en wurden wie üblich im gesamten Präparat ausgewertet. Intakte Mesothelien
wurden bei acht PD-Patienten und elf Urämie-Patienten vorgefunden. Detaillierte
Intensitätsbetrachtungen erfolgten bei 40x-Objektiv.
Es zeigten sich nach statistischer Auswertung signifikant niedrigere IRS bei
Gefäßen der EPS-Gruppe (p < 0.05), sowohl im Vergleich mit den PD-Patienten als
auch mit der Urämie-Gruppe.
Die übrigen Zellarten sowie die Gesamtmenge waren nicht signifikant verän-
dert. Auch das Ergebnis des EZM-Färbemusters war nicht signifikant (p = 0.269,
exakter Fisher-Test).
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Abb. 36: Anteil positiver Zellen nach Anfärbung mit ACE 2-Antikörpern
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Abb. 37: Immunreaktiver Score der Fibrozyten
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Abb. 38: Immunreaktiver Score der Fibroblasten
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Abb. 39: Immunreaktiver Score der Mesothelien
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Abb. 40: Immunreaktiver Score der Gefäße
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Abb. 41: Immunreaktiver Score der Rundtzellen
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Abb. 42: Immunreaktiver Score der Granulozyten
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Abb. 43: Intenstität der extrazellulären Matrixfärbung
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3.4.5 Nachweis des Aldosteron-Rezeptors
Aldosteron-Rezeptoren (= Mineralocorticoid-Rezeptoren, MCR) wurden überwie-
gend zytoplasmatisch in Mesothelien, Endothelien und Rundzellen nachgewiesen.
Vereinzelt wurden auch Fibrozyten und Fibroblasten angefärbt. Die extrazelluläre
Substanz war nur gelegentlich angefärbt, was nahezu ausschließlich in denatu-
rierten Bereichen der Präparate beobachtet wurde und vermutlich ein Artefakt
darstellt.
Die Auswertung wurde bei 20x-Objektiv durchgeführt, wie üblich wurden fünf
nichtselektierte HPF ausgewertet. Mesothelien wurden im gesamten Präparat auf-
gesucht und ausgewertet. Insgesamt acht PD-Patienten und elf Urämie-Patienten
wiesen intakte Mesothelien im Präparat auf. Intensitätsbestimmungen wurden bei
40x-Objektiv vorgenommen.
Die statistische Analyse zeigte signifikant abweichende Fibroblasten-IRS, was
durch den Post-Test nicht bestätigt werden konnte.
Blutgefäße zeigten hoch signifikant abweichende IRS, im direkten Vergleich der
Urämie-Gruppe mit der EPS-Gruppe durch den Post-Test wurde dieses Ergebnis
bestätigt (p < 0.01).
Die Mesothelien-IRS sowie der Gesamtwert waren nicht signifikant verändert.
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Abb. 44: Anteil positiver Zellen nach Anfärbung mit MCR-Antikörpern
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Abb. 45: Immunreaktiver Score der Fibrozyten
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Abb. 46: Immunreaktiver Score der Fibroblasten
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Abb. 47: Immunreaktiver Score der Mesothelien
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Abb. 48: Immunreaktiver Score der Gefäße
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Abb. 49: Immunreaktiver Score der Rundtzellen
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3.4.6 Nachweis des Vitamin D-Rezeptors
Vitamin D-Rezeptoren wurden ubiquitär in nahezu allen Zellen sämtlicher Art
mit hoher Intensität angefärbt, gleiches traf auf die extrazelluläre Matrix zu.
Die Auswertung der fünf zufälligen HPF erfolgte bei 20x-Objektiv, Intensitäten
wurden für detailliertere Betrachtung bei 40x-Objektiv ausgewertet. Mesothelien
waren bei acht PD- und bei elf Urämie-Patienten vorzufinden.
Da diese Färbung nahezu jede Zelle im kompletten Präparat aller Studienpati-
enten in sehr homogener Intensität anfärbte, wurde für den VDR-Rezeptor auf
die Berechnung des immunreaktiven Scores verzichtet. Stattdessen wird für jede
Zellart nur der Anteil der angefärbten Zellen angegeben.
Bei den Fibrozyten zeigte sich statistisch ein signifikant geringerer Anteil
gefärbter Zellen in der Urämie-Gruppe im Vergleich mit der EPS-Gruppe (p <
0.05).
Auch die Granulozyten zeigten statistisch signifikant niedrigere Werte in der
Urämie-Gruppe, verglichen mit den EPS-Patienten (p < 0.05).
Die extrazelluläre Substanz zeigte keine variierenden Färbemuster, auf diese
Auswertung wurde daher verzichtet.
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Abb. 50: Anteil positiver Zellen nach Anfärbung mit VDR-Antikörpern
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Abb. 51: Anteil angefärbter Fibrozyten
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Abb. 52: Anteil angefärbter Fibroblasten
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Abb. 53: Anteil angefärbter Mesothelien
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Abb. 54: Anteil angefärbter Gefäße
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Abb. 55: Anteil angefärbter Rundzellen
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Abb. 56: Anteil angefärbter Granulozyten
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Abb. 57: Intenstität der extrazellulären Matrixfärbung
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3.4.7 Nachweis von TGF-β1
TGF-β1 wurde in allen untersuchten Zellreihen nachgewiesen, auch die extrazel-
luläre Substanz zeigte überwiegend hohe Färbeintensitäten.
Die Auswertung erfolgte bei 20x-Objektiv und wurde für fünf nichtselektierte
HPF durchgeführt. Intensitäten wurden bei 40x-Objektiv betrachtet. Mesothelien
fanden sich bei acht PD- und elf Urämie-Patienten.
Weder der Gesamt-Wert noch die IRS der einzelnen Zellarten oder die EZM-
Intensitäten zeigten nach statistischer Auswertung ein signifikantes Ergebnis.
Die EZM-Farbverteilung war ebenfalls nicht signifikant verändert (p = 1, exak-
ter Fisher-Test).
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Abb. 58: Anteil positiver Zellen nach Anfärbung mit TGF-β1-Antikörpern
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Abb. 59: Immunreaktiver Score der Fibrozyten
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Abb. 60: Immunreaktiver Score der Fibroblasten
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Abb. 61: Immunreaktiver Score der Mesothelien
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Abb. 62: Immunreaktiver Score der Gefäße
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Abb. 63: Immunreaktiver Score der Rundtzellen
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Abb. 64: Immunreaktiver Score der Granulozyten
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Abb. 65: Intenstität der extrazellulären Matrixfärbung
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3.4.8 Nachweis von NFκB
NFκB konnte in allen Zellarten nachgewiesen werden. Auch extrazellulär fand
sich eine deutliche Färbung.
Ausgewertet wurden fünf nicht selektierte HPF bei 20x-Objektiv, Intensitäten
wurden bei 40x-Objektiv ausgewertet. Es wurden bei acht PD- und neun Urämie-
Patienten intakte Mesothelien vorgefunden.
Die statistische Analyse zeigte ein signifikantes Ergebnis bei der Gesamt-Menge
der angefärbten Zellen. Der durchgeführte Dunn’s Post-Test zeigte im direkten
Vergleich hoch signifikant höhere Werte bei den EPS-Patienten gegenüber der
Urämie-Gruppe (p < 0.01).
Auch die Fibrozyten zeigten signifikant abweichende Werte im Kruskal-Wallis
Test. Der Post-Test zeigte daraufhin signifikant höhere Werte in der PD-Gruppe,
verglichen mit den Urämie-Patienten (p < 0.05).
Bei den Fibroblasten zeigte sich zunächst ein signifikantes Ergebnis, im Post-
Test konnte dies jedoch nicht wiederholt werden.
Die Mesothelien-Werte wurden mithilfe des Mann-Whitney Testes analysiert.
Es wurden signifikant höhere Werte in der PD-Gruppe festgestellt, im Vergleich
zur Urämie-Gruppe (p < 0.05).
Das Färbemuster der extrazellulären Matrix zeigte keine signifikante Abwei-
chung von einer zufälligen Verteilung (p = 0.7632, exakter Fisher-Test).
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Abb. 66: Anteil positiver Zellen nach Anfärbung mit NFκB-Antikörpern
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Abb. 67: Immunreaktiver Score der Fibrozyten
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Abb. 68: Immunreaktiver Score der Fibroblasten
120
3 Ergebnisse
NFkB: Mesothelien
PD
Ur
äm
ie
0
5
10
15
20
25
30
Mann Whitney test
P value
Exact or approximate P value?
P value summary
Are medians signif. different? (P < 0.05)
0.0286
Gaussian Approximation
*
Yes
Minimum
25% Percentile
Median
75% Percentile
Maximum
PD
20.00
20.00
20.00
20.00
30.00
Urämie
9.000
9.000
10.00
20.00
30.00
Studiengruppen
IR
S
Abb. 69: Immunreaktiver Score der Mesothelien
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Abb. 70: Immunreaktiver Score der Gefäße
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Abb. 71: Immunreaktiver Score der Rundtzellen
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Abb. 72: Immunreaktiver Score der Granulozyten
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Abb. 73: Intenstität der extrazellulären Matrixfärbung
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3.5 Erläuterung zur graphischen Darstellung
Für die anschauliche Darstellung der Ergebnisse der statistischen Aufbereitung
wurden zwei prinzipiell unterschiedliche Typen von Diagrammen verwendet:
max
min
Median
Box
max
min
Median
Boxplot
Balken
Abb. 74: Verwendete Diagramme
Boxplots wurden verwendet, um kar-
dinalskalierte Daten darzustellen. Die
sogenannte „Box“ stellt dabei den Be-
reich dar, in welchem 50% aller Werte
liegen, wird also durch die 25%- und
75%-Perzentilen begrenzt. Der Balken
in der Box stellt den Median dar, die
„Antennen“ den Maximal- bzw. Mini-
malwert.
Balkendiagramme wurden für die Dar-
stellung der ordinalskalierten Daten
verwendet. Die Höhe der Säule ent-
spricht dabei dem Median, die Fehler-
balken stellen Maximal- beziehungs-
weise Minimalwerte dar.
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4 Diskussion
4.1 Einführung - Stand der Forschung
Zunächst soll an dieser Stelle ein kurzer Überblick über den aktuellen Forschungs-
stand zur Pathogenese der EPS vorangestellt werden. In den weiteren Kapiteln
folgt dann die Diskussion der Ergebnisse dieser Arbeit und die Einordnung in
den Gesamtkontext vorangegangener Forschungsarbeiten und bestehender Lehr-
meinungen.
4.1.1 Pathophysiologie der EPS
Die ersten Fallberichte über die PD-assoziierte EPS wurden bereits in den 80er
Jahren des letzten Jahrhunderts veröffentlicht [104, 105]. Seither hat sich das
Verständnis dieses komplexen Krankheitsbildes zwar verbessert, die genauen
pathophysiologischen Mechanismen sind allerdings bis heute nicht vollständig be-
kannt. Insbesondere die Abgrenzung der EPS von der einfachen Peritonealfibrose
ist umstritten. Garosi et al postulieren seit geraumer Zeit, dass es sich um zwei
strikt zu trennende nosologische Entitäten handelt, denen zwar ähnliche, aber
unabhängige Pathomechanismen zugrunde liegen [89].
Die Tatsache, dass im Gegensatz zur einfachen Peritonealfibrose bei der EPS
kein einzelner, kausaler Auslöser bekannt ist, wird als Hauptargument für diese
Hypothese angeführt. Denn obwohl die EPS nach übereinstimmender Meinung
stark mit der Dauer der Peritonealdialyse korreliert, ist diese weder notwendige
noch hinreichende Voraussetzung für die Entstehung der EPS. Es sind sowohl
idiopathische, PD-unabhängige EPS-Fälle beschrieben, als auch zahlreiche Fälle,
welche bereits wenige Monate nach Beginn der Peritonealdialyse auftraten. Mehr
als die Hälfte aller EPS-Fälle werden zudem erst nach Beendigung der PD dia-
gnostiziert, auch EPS nach erfolgter Nierentransplantation wird in zunehmenden
Maße beobachtet [84, 90]. Die signifikanten Unterschiede in der histologischen
Morphologie werden ebenfalls als Argument genannt [89].
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Im Gegensatz dazu sieht die Mehrheit der Forschungsgemeinde jedoch einen kla-
ren Zusammenhang zwischen der PD-bedingten Fibrose und der EPS. Demnach
entwickelt sich die EPS durch unbekannte Einflüsse aus der PD-Fibrose und stellt
so gesehen dessen Endstadium und Vollbild dar [106]. Argumentativ basiert diese
Meinung auf der Tatsache, dass der PD-bedingte Ultrafiltrationsverlust und damit
einhergehend der „high transporter“-Status mit dem EPS-Risiko korreliert [107].
Als Grund für die hohe Inzidenz von EPS nach Beendigung der PD wird vermutet,
dass die fehlende Eliminierung von Entzündungsmediatoren und Fibrin aus der
Bauchhöhle die Entwicklung der EPS begünstigt [108].
Aufgrund der niedrigen Inzidenz der EPS gilt ein multifaktorielles Krankheits-
modell als wahrscheinlich, wobei die PD-bedingte Fibrose als erster, prädisponie-
render Schritt angesehen wird. Wesentlich für die Ausbildung des Vollbildes der
EPS gilt folglich ein zweiter, noch nicht vollständig verstandener Schritt. Dieses
pathophysiologische Erklärungsmodell ist als „two hit“-Hypothese bekannt [92].
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Abb. 75: Die „two hit“-Hypothese.
Nach Augustine et al, 2011
Wie aus Abbildung 75 ersichtlich
ist der „first hit“ die Peritoneal-
dialyse selbst. Bioinkompatible PD-
Lösungen und Urämie führen die-
ser Hypothese zufolge zur Schädi-
gung der peritonealen Membran
mit nachfolgender Exsudation von
Fibrin, Ausbildung von Vaskulopa-
thie, Fibrosierung sowie zur bereits
vorgestellten Epithel-Mesenchym-
Transition (EMT).
Für den Progress von der einfa-
chen, potentiell reversiblen Fibrose
hin zur EPS ist nun ein „second hit“
obligatorisch. Verschiedene Risikofaktoren für diesen zweiten Schritt wurden iden-
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tifiziert, wobei die Dauer der Peritonealdialyse allgemein als wichtigster Faktor
angesehen wird (siehe Abb. 76) [92].
Mögliche Risikofaktoren für die Entstehung der EPS 
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Abb. 76: Risikofaktoren für die EPS [108, 109]
Der „second hit“ führt zu weiterer Aktivierung von Fibroblasten, Fibrin-Ablagerungen
sowie zur vermehrten Ausschüttung von Zytokinen und Wachstumsfaktoren wie
VEGF, TGF-β1 und TNF-α. Diese komplexen Mechanismen auf zellulärer Ebe-
ne führen zu zunehmender Fibrosierung, Angiogenese und Einwanderung von
Entzündungszellen. Die pathologischen Prozesse greifen auf das viszerale Pe-
ritoneum über, wobei die sklerotisch verdickte Membran zunehmend Teile des
Intestinums kokonartig einmauert. Kommt es durch diese Vorgänge zur Obstruk-
tion von Darmschlingen bis hin zur Ileus-Symptomatik, ist letztlich das Vollbild
der EPS erreicht [92].
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4.1.2 Die Rolle des RAAS bei der Pathogenese der Peritonealfibrose und der
EPS - bisherige Erkenntnisse
Wie bereits weiter oben dargelegt, besitzt das RAAS profibrotische, proinflam-
matorische und neoangiogenetische Wirkungen im Sinne eines parakrinen Ge-
webehormons in verschiedenen Organen [110, 111, 112]. Die pathogenetische
Rolle dieses Hormonsystems bei peritonealen Fibroseprozessen ist bislang jedoch
nicht gänzlich aufgeklärt. Der folgende Abschnitt soll diesbezüglich den aktuellen
Wissensstand zusammengefasst wiedergeben.
Wie Imai et al im Jahr 2001 zeigten, spielt das RAAS eine wichtige physiologische
Rolle bei der Regulation des Wassertransportes im Peritoneum [113]. Im Rahmen
lange andauernder Peritonealdialyse wird dem RAAS, insbesondere dessen Effek-
tormolekül AT II, eine tragende Rolle bei der Entwicklung der Fibrosierung des
Peritoneums und des Ultrafiltrationsversagens zugeschrieben [114].
Noh et al konnten nachweisen, dass menschliche Mesothelzellkulturen konsti-
tutiv AGT, ACE sowie die Angiotensin II-Rezeptoren AT1R und AT2R exprimieren.
Sie zeigten außerdem, dass hohe Glucosekonzentration die Expression dieser
Gene steigern kann und Angiotensin II eine wesentliche Rolle bei der bereits
angesprochenen Epithel-Mesenchym-Transition (EMT) spielt [115]. Unphysiologi-
sche, saure PDF gelten ebenso als wichtiger Stimulus für die RAAS-Aktivierung
im Peritoneum [116]. Schließlich sind auch infektiöse Peritonitis-Episoden in der
Lage, die Angiotensin II-Expression in Mesothelzellkulturen zu erhöhen [117].
Der Mechanismus, über welchen das RAAS an der Entstehung der Peritoneal-
fibrose beteiligt ist, ist nicht vollständig verstanden. Weitgehend gesichert ist die
Tatsache, dass AT II sowohl TGF-β1 als auch VEGF induzieren kann [115, 118].
Diesen beiden Zytokinen wird eine wesentliche Rolle bei der Entstehung der
peritonealen Fibrose und Hypervaskularisation mit konsekutivem Ultrafiltrations-
versagen bei der PD zugeschrieben [114].
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In mehreren in vitro-Studien wurde der Effekt einer Blockade des RAAS auf die
peritoneale Fibrosierung untersucht. So konnte gezeigt werden, dass Losartan und
Captopril die Glucose-induzierte TGF-β1-Synthese reduzieren können [115]. In
einer anderen Studie von Sauter et al wurde festgestellt, dass ACE-Inhibitoren
(ACEI) und AT1-Rezeptor-Blocker (ARB) die überschießende VEGF-Produktion in
Mesothelzellkulturen abschwächen können [119].
Verschiedene in vivo-Studien an Tiermodellen weisen auf einen Benefit der the-
rapeutischen beziehungsweise prophylaktischen RAAS-Blockade hin. Duman et al
wiesen beispielsweise einen antifibrotischen Effekt des ACE-Inhibitors Enalapril in
einem Ratten-Tiermodel nach [120]. Auch Studien zur Wirkung von Spironolacton
und Aliskiren als Aldosteron- respektive Renin-Antagonisten zeigten protektive
Effekte hinsichtlich der Entstehung der Peritonealfibrose bei Ratten [121, 122].
Daten zur Wirksamkeit einer RAAS-Blockade bei PD-Patienten sind weitaus spär-
licher. In einer retrospektiven Studie mit 217 Langzeit-PD-Patienten zeigten Ko-
lesnyk et al, dass die Gabe von ACEI und ARB die Entwicklung eines „high
transporter“-Status vermindern kann [123]. Fang et al konnten zudem einen signi-
fikanten Überlebensvorteil von PD-Patienten nachweisen, welche mit ACEI und
ARB behandelt waren [124]. Auch Jing et al fanden in einer retrospektiven Analyse,
dass ACEI und ARB den peritonealen Stoffaustausch günstig beeinflussen können
[125].
Trotz dieser vielversprechenden Erkenntnisse fehlen weiterhin randomisierte
Therapiestudien, um die Wirksamkeit einer RAAS-Blockade bei PD-Patienten
evident zu sichern. Auch fehlen bislang grundlegende Daten zur Expression der
verschiedenen RAAS-Komponenten im menschlichen Peritoneum, um diese als
„target“ für etwaige Therapiestudien zu identifizieren.
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4.2 Diskussion der histopathologischen Ergebnisse
Sämtliche untersuchten Moleküle konnten in dieser Studie in unterschiedlichen
Zellarten und -kompartimenten im Probenmaterial gefunden werden. Damit ist
der immunhistochemische Nachweis eines Großteils der wesentlichen Bestand-
teile des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems im menschlichen Peritoneum
gelungen. Die Anwesenheit der wichtigsten Komponenten des RAAS ist auch hin-
sichtlich eines eventuellen Einsatzes pharmakologischer Substanzen zur Therapie
peritonealer Fibroseprozesse von Interesse.
Der Vitamin D-Rezeptor sowie TGF-β1 und NFκB wurden in dieser Arbeit
ubiquitär aufgefunden. Auch diese Moleküle stellen aufgrund ihrer bereits darge-
legten Bedeutung bei der Peritonealfibrose und ihrer Interaktion mit dem RAAS
interessante Angriffspunkte bei der Suche nach neuen Therapiestrategien für die
EPS dar.
Die Diskussion der Ergebnisse für die einzelnen untersuchten Makromoleküle
sowie die Bewertung dieser Ergebnisse hinsichtlich deren Bedeutung bei der
Pathogenese peritonealer Fibrosierung folgt in den kommenden Abschnitten.
132
4 Diskussion
4.2.1 Hämatoxylin-Eosin-Färbung
Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung dient in erster Linie zur histopathologischen
Standarddiagnostik und ist eine der am häufigsten verwendeten histologischen
Färbungen. In der EPS-Diagnostik spielt die Histopathologie eine wichtige Rolle,
auch wenn sie keine definitive Diagnosestellung zulässt. Honda et al veröffent-
lichten 2005 eine Studie über die histologischen Charakteristika der peritonealen
Fibrose in verschiedenen Stadien. Sie fanden heraus, dass im EPS-Peritoneum
signifikant häufiger Fibrin-Ablagerungen, Fibroblasten-Schwellung, kapilläre Neo-
angiogenese und Rundzellinfiltrate aufraten [94].
Problematisch hinsichtlich einer einheitlichen, verlässlichen EPS-Diagnostik
mittels Histopathologie ist die fehlende Standardisierung der Entnahme- und
Untersuchungstechnik sowie die bislang fehlende Differenzierung zwischen einfa-
cher, PD-bedingter Fibrose und EPS. Braun et al konnten spezifische Unterschiede
in der Präsentation von PD-Fibrose und EPS aufzeigen, insbesondere bei der
Häufigkeit von Fibroblasten-artigen Zellen (FLC), mesothelialer Denudation, ver-
minderter Zellularität, Fibrinablagerungen und Eisenablagerungen [95].
In der histologischen Auswertung der HE-Färbungen für diese Studie konnten
diese Beobachtungen zum Teil reproduziert werden. So zeigten sich bei der me-
sothelialen Denudation, den Fibrinablagerungen und den Eisenablagerungen
jeweils bei der EPS die höchsten Werte. Zusätzlich fanden sich erhöhter Gefäß-
reichtum, vermehrte Fibroblasten-Foci sowie Rundzellinfiltrate und Einblutungen
in der EPS-Gruppe. Insgesamt zeigte sich ein erwartungsgemäßes pathologisches
Korrelat der jeweiligen Diagnosegruppe.
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4.2.2 Renin
Renin ist eine Endopeptidase und katalysiert die Umsetzung von Angiotensinogen
zu Angiotensin I (AT I). Es steht ganz am Anfang der Reaktionskaskade des RAAS
und besitzt somit eine Schlüsselfunktion in diesem hormonellen Regelkreis. In
dieser Funktion stellt es eine der wichtigsten Stellschrauben in der Regulation des
Systems dar [1].
Als „Schrittmacher“ des RAAS ist Renin folglich von großem therapeutischem
Interesse. Seit wenigen Jahren steht, nach langjähriger, intensiver Forschung, mit
dem Aliskiren nun erstmals ein zugelassener, direkter Renin-Inhibitor für die
Therapie der essentiellen arteriellen Hypertonie zur Verfügung [126].
In dieser Studie wurde festgestellt, dass Renin zwar schwach, aber zuverlässig
in Mesothelien sowie Endothelien des Peritoneums nachweisbar ist. Auch Mast-
zellen zeigten eine schwach positive Färbung nach Antikörpermarkierung. Die
immunhistochemische Methodik erlaubt jedoch keine Aussage darüber, ob lokales
Renin in situ exprimiert wird oder durch Aufnahme aus dem Blutkreislauf in die
Zelle gelangt. Studien hierzu gelangten über mRNA-Nachweis zu inkonsistenten
Ergebnissen, sodass letztere Variante nicht außer Acht gelassen werden sollte
[127, 128].
Im Vergleich der Studiengruppen konnte keine signifikante Abweichung der
Renin-IRS festgestellt werden. Es ergab sich demnach kein Hinweis darauf, dass
Renin im Rahmen der Peritonealfibrose und der EPS hoch- oder herunterreguliert
wird. Dennoch bleibt festzuhalten, dass Renin lokal im Peritoneum vorhanden ist
und somit ein Zielmolekül für eine Beeinflussung der RAAS-Aktivität bei peri-
tonealen Fibroseprozessen darstellen könnte. Auch zirkulierendes, systemisches
Renin könnte durchaus eine lokale Wirkung besitzen, vor allem auf das peritoneale
Angiotensinogen (s.u.).
Nachdem es lange Zeit als rein katalytisch wirksames Enzym angesehen wurde,
sorgte die Entdeckung des Renin-Rezeptors für ein neu erwachtes Interesse an
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den Wirkungen des Renins [129]. Huang et al zeigten, dass Renin in der Lage ist,
das profibrotische Zytokin TGF-β1 in Mesangiumzellen zu induzieren, und zwar
unabhängig von AT II [130].
Transgene Mäuse mit Überexpression des Renin-Rezeptors zeigten eine AT II-
unabhängige, progressive Glomerulosklerose, wie Kaneshiro et al demonstrierten
[131]. Clavreul et al fanden zudem heraus, dass Renin, beziehungsweise dessen
Präkursor Prorenin, oxidativen Stress und profibrotische Wachstumsfaktoren über
den (Pro-)Renin-Rezeptor in der Zellkultur induzieren kann [132].
In der Zusammenschau dieser bisherigen Erkenntnisse erscheint eine Blockade des
Renins im Rahmen der peritonealen Fibrose und der EPS aussichtsreich. Aliskiren,
der einzige bislang zugelassene Renin-Inhibitor, ist in der Lage, dessen enzymati-
sche Aktivität zu unterbinden und damit die „downstream“-Effektoren des RAAS
zu antagonisieren. Batenburg et al fanden aber heraus, dass der Wirkstoff die
Bindung von Renin an dessen Rezeptor nicht effektiv blockieren kann und die
Halbwertszeit des Renins um das zwei- bis Dreifache verlängert [133]. Da ein
spezifischer Renin-Rezeptorblocker bislang nicht bekannt ist, ist das Potential von
Renin als „target“ für eine Therapie bei fibrotischen Erkrankungen zum jetzigen
Zeitpunkt daher limitiert.
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4.2.3 Angiotensinogen
Angiotensinogen ist das Ausgangssubstrat des RAAS. Es handelt sich um ein
Protein, welches aus 452 Aminosäuren zusammengesetzt ist. Renin katalysiert
die Abspaltung der zehn n-terminalen Aminosäuren des AGT, das Dekapeptid
Angiotensin I (AT I), womit AGT als Präkursor von AT I angesehen werden kann.
Hauptort der AGT-Synthese sind die Hepatozyten der Leber [134].
Nach Auswertung der Färbeergebnisse wurde festgestellt, dass AGT in Mesotheli-
en, Endothelien, Mastzellen sowie Granulozyten des Peritoneums immunhistoche-
misch nachweisbar ist. Da AGT wie auch das Renin ein systemisch zirkulierendes
Plasmaprotein ist, muss auch hier die Möglichkeit in Betracht gezogen werden,
dass das nachgewiesene AGT nicht lokal exprimiert wird sondern durch Aufnah-
me aus dem Blutkreislauf in die Zelle gelangt [135, 127].
Im Vergleich zwischen den drei Studiengruppen zeigte sich nach statistischer
Auswertung, dass Gefäße im EPS-Peritoneum im Vergleich zur PD- und zur
Urämie-Gruppe signifikant respektive hoch signifikant niedrigere AGT-IRS auf-
wiesen. Als Erklärung für diese unerwartete Beobachtung könnte sowohl eine
Downregulation als auch, aus Sicht des Autors die schlüssigere Alternative, ein
erhöhter Verbrauch des lokalen AGT bei der EPS in Frage kommen.
Es ist denkbar, dass aus der postulierten Beteiligung des RAAS an peritonea-
len Fibroseprozessen im Rahmen der EPS ein gesteigerter Umsatz von lokalem
AGT resultiert. Die Reaktionskaskade des Hormonsystems könnte dabei durch
Zurückgreifen auf systemisch zirkulierendes AGT aufrechterhalten werden. Der
erhöhte Verbrauch des lokalen AGT durch die hypothetische Überaktivität des
RAAS würde somit mehr als ausgeglichen. Dieser Erklärungsansatz bleibt freilich
spekulativ und müsste durch eingehendere Forschungsarbeit verifiziert werden.
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4.2.4 Angiotensin Converting Enzyme 1 (ACE 1)
Das Angiotensin Converting Enzyme 1 (ACE 1) setzt Angiotensin I in Angio-
tensin II um, dem wichtigsten Effektor des RAAS. Es stellt somit ein weiteres
Schlüsselmolekül des Hormonsystems dar. Hauptwirkungsort von ACE 1 sind
vor allem die lumenseitigen Endothelienoberflächen von Niere und Lunge, es
wird allerdings weitgehend ubiquitär endothelial exprimiert [3].
Durch immunhistochemische Untersuchung wurde in dieser Studie festgestellt,
dass ACE 1 in Endothelien des Peritoneums exprimiert wird. Dies ist eine wichtige
Erkenntnis für die Beurteilung der Rolle des RAAS auf Gewebeebene im Peritone-
um. Durch die Anwesenheit von ACE 1 kann mit hoher Wahrscheinlichkeit davon
ausgegangen werden, dass Angiotensin II im Peritoneum gebildet wird und dort
lokale Wirkungen im Sinne eines Gewebehormons besitzt.
Im Vergleich zwischen den Studiengruppen konnte kein statistisch signifikan-
ter Unterschied in der ACE 1 Expression festgestellt werden. Tendenziell scheint
das ACE 1 jedoch in Gefäßen von EPS-Patienten erhöht zu sein. Möglicherweise
war der Stichprobenumfang zu gering, um hier eine Signifikanz zu zeigen, der
p-Wert lag bei 0,12. Eine, wenngleich auch geringe, Erhöhung des ACE 1 in EPS
könnte auf eine erhöhte Aktivität dieses RAAS-Pathways bei der EPS hindeuten.
Ähnliche Beobachtungen konnten bei diabetischer Nephropathie, Atherosklerose
und Leberfibrose gemacht werden [136, 137, 138]. Die profibrotischen und pro-
inflammatorischen Eigenschaften von AT II, dem Reaktionsprodukt von ACE 1,
wurden durch mehrere Studien gezeigt [110, 139, 111, 140]. Eine ähnliche Rolle
des ACE 1 beziehungsweise AT II für die Pathogenese der EPS kann hier nur
vermutet werden, eine Wiederholung der Untersuchung mit höherer statistischer
Power könnte diese Mutmaßung möglicherweise erhärten.
Es lässt sich durch die Erkenntnisse dieser Arbeit jedoch festhalten, dass der thera-
peutische Einsatz von ACE Inhibitoren bei fibrotischen Prozessen im Peritoneum
auf molekularer Ebene, hinsichtlich der Anwesenheit des „targets“, schlüssig ist.
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4.2.5 Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE 2)
Das Angiotensin Converting Enzyme 2 ist ein lange Zeit unbekannt gebliebener
Beteiligter in der komplexen Reaktionskaskade des RAAS. Es gilt in mancher-
lei Hinsicht als „Gegenspieler“ des ACE 1. Es katalysiert die Abspaltung einer
n-terminalen Aminosäure von AT II (zu Ang 1-7) sowie von AT I (zu Ang 1-9),
letzteres jedoch mit weitaus geringerer Affinität. Somit sorgt es für den „Abbau“
sowohl des Haupteffektormoleküls des RAAS, als auch dessen Vorläufermoleküls
und Hauptsubstrates des ACE 1. Ang 1-7 besitzt zudem rezeptorvermittelte Ef-
fekte, welche die klassischen Wirkungen des RAAS zusätzlich zu antagonisieren
scheinen. So soll es blutdrucksenkende Eigenschaften besitzen, aber interessanter-
weise auch antifibrotisch und antiinflammatorisch wirksam sein [11, 13, 141, 142].
Die Auswertung der immunreaktiven Scores zeigte, dass Blutgefäße in Perito-
nea von EPS-Patienten signifikant niedrigere Werte erzielten als die der anderen
Studiengruppen. Diese Beobachtung ist unter Berücksichtigung der oben beschrie-
benen Eigenschaften des ACE 2-vermittelten Pathways von besonderem Interesse.
Eine Downregulation von ACE 2 bei Patienten mit EPS könnte einen wesentlichen
Beitrag bei der Pathogenese der Erkrankung spielen. Durch die herabregulierte ant-
agonistische Seite des Hormonsystems wäre ein Überwiegen des als profibrotisch
angesehenen Signalweges über die ACE 1-/AT II-/AT1R-Achse denkbar. Auch
der EMT-bedingte Verlust von ACE 2-, nicht jedoch ACE 1-exprimierenden Meso-
thelzellen im Verlauf der EPS könnte zu diesem Übergewicht des profibrotischen
und vasokonstriktorischen Pathways im Peritoneum beitragen.
Für verschiedene Nierenerkrankungen sind ähnliche Beobachtungen beschrie-
ben worden. So fanden Mizuiri et al eine verminderte Expression von ACE 2
in Patienten mit diabetischer Nephropathie, während die ACE 1-Expression er-
höht war [136]. In einer weiteren Studie stellten sie ähnliche Ergebnisse bei der
IgA-Nephropathie in Ratten fest [143]. Velkosa et al konnten zeigen, dass ACE-
Inhibitoren die Aktivität von ACE 2 bei akutem Nierenversagen in Ratten erhöhen
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und dieser Effekt zur positiven Wirkung dieser Substanzgruppe beitragen könnte
[144]. Oudit et al demonstrierten in einer Studie, dass eine Therapie mit rekom-
binantem, systemisch verabreichtem ACE 2 die diabetische Nephropathie im
Mausmodell abmildert und blutdrucksenkend wirkt [145].
Auch bei Fibrose in anderen Organen sind vergleichbare Erkenntnisse gewonnen
worden. So fanden Li et al, dass ACE 2 in Patienten mit idiopathischer Lungenfi-
brose stark herunterreguliert und dessen Aktivität vermindert war. Systemische
Gabe von rekombinantem ACE 2 im Tiermodel reduzierte zudem die Ablagerung
von Kollagen in der Lunge. Das Stummschalten des ACE 2-Gens hingegen ver-
stärkte die Fibrosierung des Lungengewebes und erhöhte außerdem signifikant
die pulmonale AT II-Konzentration [146]. In einer kürzlich veröffentlichten Publi-
kation konnten Chen et al außerdem zeigen, dass vorab gegebenes Ang 1-7 die
Fibrosierung im Rahmen einer akuten Lungenschädigung bei Mäusen abschwächt,
und dass dieser Effekt über den Mas-Rezeptor vermittelt wird [147].
Pan et al zeigten, dass ACE 2 auch bei kardialer Fibrose im Rahmen von chroni-
schem Vorhofflimmern im Tiermodel herunterreguliert ist [148]. Sie formulierten
außerdem drei mögliche Mechanismen, über welche ACE 2 die kardiale Fibrose
verhindern könne. Dies sei zum Ersten, dass ACE 2 das AT II zu Ang 1-7 abbaut
und somit den wesentlichen Stimulus der Fibrose unschädlich macht. Ein wei-
terer Mechanismus sei demzufolge die Eigenschaft von Ang 1-7, die Expression
des AT1-Rezeptors zu vermindern, wie Clark et al herausfanden [149]. Die dritte
Möglichkeit sei schließlich die vasodilatative Wirkung von Ang 1-7, welche nach
Heitsch et al über Stickstoffmonoxidfreisetzung vermittelt werde [150].
Zusammenfassend ist der ACE 2-/Ang 1-7-/Mas-Signalweg als natürlicher Ant-
agonist des herkömmlichen RAAS von großem therapeutischen Interesse. Die
Ergebnisse dieser Studie könnten auf eine mögliche Beteiligung dieses Signal-
weges bei der Pathogenese der enkapsulierenden Peritonealsklerose hinweisen.
Aufgrund bestehender Forschungsergebnisse hinsichtlich der vorteilhaften Effekte
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von Ang 1-7 ließe sich hieraus ein möglicher therapeutischer Ansatz entwickeln,
welcher in weiterführenden Arbeiten eigehender untersucht werden sollte.
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4.2.6 Aldosteron-Rezeptor
Aldosteron ist ein dem Angiotensin nachgeschaltetes, steroidales Hormon und
ein wichtiges Effektormolekül des RAAS. Es vermittelt seine Wirkungen dabei
über einen intrazellulären Rezeptor, welcher nach Bindung des Aldosterons als
Transkriptionsfaktor die Expression verschiedener Gene reguliert. Die Wirkungen
dieses Hormons umfassen in Niere und Kolon eine gesteigerte Kaliumausschei-
dung, eine vermehrte Retention von Natrium und damit auch ein Anstieg des
extrazellulären Volumens und des Blutdrucks. Darüber hinaus spielt Aldosteron
auch eine wichtige Rolle in der Regulation verschiedener Zellfunktionen. So ist be-
kannt, dass es im Rahmen von Fibroseprozessen beispielsweise in Herz, Gefäßen
und Niere beteiligt ist [151, 152, 153].
Aufgrund dieser bekannten Eigenschaften wurde die Expression des Aldosteron-
Rezeptors (auch Mineralocorticoid-Rezeptor genannt, MCR) in den Peritoneal-
geweben der Studienpatienten untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass sämt-
liche untersuchten Zellarten eine zytoplasmatische Expression des Aldosteron-
Rezeptors aufwiesen. Insbesondere Mesothelien, Endothelien und Rundzellen
zeigten eine starke Anfärbung.
In der statistischen Auswertung der Färbeergebnisse konnte festgestellt wer-
den, dass Blutgefäße von EPS-Patienten signifikant niedrigere IRS erzielten. Dies
bestätigte sich in hoch signifikantem Maße auch im Post-Test beim Vergleich
zwischen EPS- und Urämie-Gruppe. Hierbei ist wichtig zu beachten, dass der
verwendete Antikörper laut Produktinformation seinerseits in der Aldosteron-
Bindestelle des Rezeptors bindet und diese damit blockiert. Im Umkehrschluss
bedeutet dies, dass der Antikörper aktive Rezeptor-Aldosteron-Komplexe nicht
binden kann und diese somit auch nicht angefärbt werden. Es werden ergo nur
inaktive, zytoplasmatisch vorliegende Rezeptoren detektiert. Die geringere Anfär-
bung der Gefäße im EPS-Peritoneum könnte somit ein Hinweis auf eine vermehrte
Aktivität des Aldosterons im Gewebe hindeuten, was eine geringere Konzentrati-
on an freien, inaktiven Rezeptoren zur Folge hätte.
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Wie Esroy et al in einer in vivo-Studie an Ratten feststellten, kann eine Behand-
lung mit Spironolacton, einem gängigen Aldosteron-Rezeptor-Antagonisten, die
peritoneale Fibrosierung im Rahmen infektiöser Peritonitiden abmildern [121].
Nishimura et al demonstrierten zudem, dass Spironolacton TGF-β1 in Ratten mit
Peritonealfibrose supprimiert [154]. Okazaki et al zeigten, dass Aldosteron in vitro
einen profibrotischen Stimulus direkt auf die Mesothelien des Peritoneums ausübt
[155], die gleiche Arbeitsgruppe stellte außerdem eine profibrotische Wirkung von
Aldosteron auf Fibroblasten in Ratten-Peritonea fest [156].
Vor diesem Hintergrund ließe sich durch die Erkenntnisse dieser Arbeit eine
Hemmung des MCR mittels Aldosteronantagonisten im Rahmen der peritonealen
Fibrose und der EPS als Therapieversuch durchaus rechtfertigen. Entsprechende
randomisierte Therapiestudien zur Evidenzsicherung existieren bislang jedoch
nicht.
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4.2.7 Vitamin D-Rezeptor
Vitamin D ist ein steroidales Hormon, welches seine Wirkungen zum überwiegen-
den Teil über einen spezifischen Rezeptor vermittelt, dem Vitamin D-Rezeptor
(VDR). Dieser ist, wie auch der Aldosteron-Rezeptor, ein intrazellulär vorliegender,
nach Bindung des Liganden aktivierter Transkriptionsfaktor. Dieser reguliert nach
Einwanderung in den Zellkern die Expression verschiedener Gene. Auch soge-
nannte „rapid responses“, also schnelle, nicht-genomische Effekte des Vitamin D
scheinen auf die Anwesenheit des VDR angewiesen zu sein [157].
Die immunhistochemische Untersuchung des VDR im untersuchten Probenmate-
rial ergab, dass dieser Rezeptor in nahezu hundert Prozent der Zellen exprimiert
wird. Dieses ubiquitäre Vorkommen des VDR entspricht auch bisherigen Erkennt-
nissen in der Fachliteratur [157, 158]. Die Färbung zeigte durchweg hohe immun-
reaktive Scores in allen Zellarten. Die Varianz zwischen den Studiengruppen war
dabei sehr gering. Fibrozyten und Granulozyten in der Urämie-Gruppe zeigten
signifikant niedrigere IRS im Vergleich zur EPS-Gruppe. Die übrigen Ergebnisse
zeigten keine statistisch signifikanten Abweichungen zwischen den drei Gruppen.
Die RAAS-limitierenden sowie insgesamt anti-inflammatorischen Wirkungen des
Vitamin D stellen einen interessanten Ansatz zur Beeinflussung der Pathogenese
der EPS dar. Die festgestellte, ubiquitäre Expression des Vitamin D-Rezeptors im
Peritoneum könnte dabei ein wesentliches „target“ für eine eventuelle Therapie
der EPS darstellen.
1, 25(OH)2-Vitamin D3 hemmt die Renin-Expression direkt an der Promotor-
region des Renin-Genes [159]. Kong et al demonstrierten zudem, dass eine Über-
expression des Vitamin D-Rezeptors im Mausmodel die Expression von Renin in
juxtaglomerulären Zellen der Niere reduziert, während ein Vitamin D-“knock-out“
zu Hyperreninämie führt [19]. In einer Studie an 184 normotensiven Probanden
konnten Forman et al zeigen, dass erniedrigte 25(OH)-Vitamin D3 Spiegel mit
einer erhöhten RAAS-Aktivität assoziiert sind [160].
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Ebenfalls interessant ist die von Yanagisawa et al aufgedeckte Interaktion des
Vitamin D- und des TGF-β1-Signalwegs über das Smad3-Protein [161]. Aschen-
brenner et al zeigten daraufhin, dass 1, 25(OH)2-Vitamin D3 die Smad3-Konzentration
in Nierengewebe von Mäusen reduziert und somit die profibrotischen Wirkungen
von TGF-β1 reduzieren könnte [162]. In einer in vitro-Studie an Rattenmesothel-
zellen stellten Yang et al kürzlich fest, dass 1, 25(OH)2-Vitamin D3 die durch hohe
Glucosekonzentration und bakterielle Lipopolysaccharide induzierte TGF-β1-
Expression verhindern kann [163].
Eine weitere relevante Interaktion des Vitamin D-Systems ist seine direkte
Wechselwirkung mit dem wichtigen Entzündungsmediator NFκB. Szeto et al de-
monstrierten, dass VDR-negative Fibroblasten in Knock-Out-Mäusen eine erhöhte
Aktivität von NFκB durch verminderte IκBα-Konzentrationen zeigten [164]. Die
selbe Arbeitsgruppe stellte zudem fest, dass hohe Glukose-Konzentrationen eine
NFκB-vermittelte AGT-Expression in Mesangiumzellen induziert, und dass dieser
Effekt durch 1, 25(OH)2-Vitamin D3 abgemildert wird [165].
In conclusio ließe sich somit die Progression der peritonealen Fibrose möglicherwei-
se durch Ausgleich eines Vitamin D-Mangels beziehungsweise durch Vitamin D-
Analoga vermindern. Zum Einen auf direktem Wege über eine Hemmung der
RAAS-Aktivität durch verminderte Renin-Expression, zum Anderen aber auch
über die Interaktion mit den wichtigen „downstream“-Mediatoren TGF-β1 und
NFκB.
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4.2.8 TGF-β1
Der „Transforming-Growth-Factor β1“ (TGF-β1) ist ein Zytokin, welches zahlrei-
che Wirkungen auf verscheidene Zellfunktionen hat, unter anderem auch Zellpro-
liferation und die Stimulation von Fibrosierung und Vernarbung [68].
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Abb. 77: Der TGF-β1-Signalweg. Nach Massagué, 2012
Der TGF-β1-Pathway wird seit
einiger Zeit intensiv beforscht
und zeichnet sich durch seine
hohe Komplexität und teilwei-
se gegensätzlichen Wirkungen
aus. Vermittelt wird das TGF-
β-Signal über einen membran-
ständigen Rezeptor und nach-
folgend über die sogenannten
SMAD-Proteine, welche dann
als Transkriptionsfaktoren im
Zellkern fungieren (siehe Abb. 77). Die Antwort auf das TGF-β1-Signal variiert je
nach Zelltypus und je nach aktuellem Zustand der Zelle zum Teil jedoch erheblich
[166].
Als gesichert gilt die wesentliche Beteiligung von TGF-β1 bei der „Epithel-
Mesenchym-Transition“ (EMT) während der Embryogenese, aber auch im Rahmen
pathologischer Prozesse wie dem Mamma-Karzinom oder der renalen Fibrose
[167, 168].
Wie oben bereits ausgeführt, wird der EMT auch eine tragende Rolle bei Ent-
stehung der veränderten Transportereigenschaften sowie bei der Pathogenese
der peritonealen Fibrosierung zugeschrieben, wobei TGF-β1 nachweislich eine
EMT in menschlichen Mesothelzellkulturen triggern kann [65]. Kang et al wiesen
zudem nach, dass glucosebasierte PDF bei der Peritonealdialyse die Expression
von TGF-β1 steigern [169].
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In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von TGF-β1 im Peritoneum der
Studienpatienten untersucht. Es konnte eine ubiquitäre Anfärbung aller untersuch-
ten Zellarten beobachtet werden, darunter auch Mesothelien, Endothelien und
Fibroblasten. Die statistische Auswertung zeigte jedoch keine signifikanten Un-
terschiede der immunreaktiven Scores zwischen den einzelnen Studiengruppen.
Demnach konnte kein Unterschied in der TGF-β1-Expression in den verschiede-
nen Manifestationen der peritonealen Fibrose festgestellt werden, auch wenn die
IRS in PD- und EPS-Patienten tendenziell höher lagen.
Dies stellt einen vermeintlichen Widerspruch zur erwarteten Hochregulation
des TGF-β1 im Laufe der Progression von der einfachen, urämiebedingten Fibrose
hin zur EPS dar. Möglicherweise lässt sich dieser Widerspruch dahingehend
auflösen, dass Urämie per se ebenso wie die PD-bedingte Bildung von AGE bereits
in Frühstadien eine TGF-β1-Expression induzieren könnten [170]. Die Progression
von der Peritonealfibrose zur EPS im Sinne der „two hit“-Hypothese müsste dieser
Überlegung nach über einen anderen Mechanismus als eine verstärkte TGF-β1-
Expression erfolgen, beispielsweise etwa über epigenetische Faktoren. Hinsichtlich
der oben beschriebenen, äußerst komplexen Regulation der TGF-β1-Wirkungen
erscheint diese Möglichkeit nicht unrealistisch.
In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Blockade des TGF-
β1-Signalweges die EMT aufhalten oder gar rückgängig machen kann. Serie et al
veröffentlichten im Jahr 2012, dass ein „Stummschalten“ des TGF-β1-Gens mit-
tels Pyrrol-Imidazol Polyamiden in einem EPS-Rattenmodel den Fibroseprozess
günstig beeinflussen kann und schlagen diese Substanzgruppe als mögliches The-
rapeutikum vor [171]. Loureiro et al zeigten zudem, dass Tamoxifen eine durch
TGF-β1 ausgelöste EMT in Mesothelzellen von PD-Patienten aufhalten kann und
somit die Schädigung der peritonealen Membran reduziert [172].
Interessant ist hinsichtlich der bereits erläuterten Interaktion des TGF-β1-
Signalwegs mit dem RAAS außerdem eine Publikation von Kyuden et al, wonach
ACE-Inhibitoren und Angiotensin II-Rezeptorblocker die durch Glucose bedingte
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erhöhte TGF-β1-Expression in Mesothelzell-Kulturen ebenfalls vermindert [173].
Es gibt somit gute Argumente dafür, TGF-β1 als wesentlichen Faktor in der Patho-
genese der EPS und daher als mögliches therapeutisches „target“ zu betrachten.
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4.2.9 NFκB
NFκB ist ein bedeutender Mediator für chronische Entzündungsprozesse im
menschlichen Körper. Es ist wesentlich beteiligt an der Pathogenese einer Reihe
von Krankheiten mit großer volkswirtschaftlicher Bedeutung, wie dem Asthma
bronchiale, chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen und der Atherosklerose
[72]. Es wurde 1986 erstmals in B-Zellen identifiziert, wo es die Expression der
kappa-Leichtketten von Immunglobulinen reguliert [174]. Seither wurde seine
Bedeutung bei verschiedensten inflammatorischen Prozessen weiter aufgeklärt.
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Abb. 78: NF-κB-Signalweg.
Nach Barnes & Karin, 1997
Aktiviertes NFκB ist ein Proteinkom-
plex, welcher aus zumeist zwei Un-
tereinheiten aufgebaut ist (siehe Abb.
78). Dies sind die Proteine p50 und
p65 (auch relA genannt), unter Um-
ständen kommen andere Untereinhei-
ten wie rel, relB, v-rel und p52 hinzu.
In inaktivem Zustand liegt NFκB im
Zytoplasma an die Proteine IκBα und
IκBβ gebunden vor, die dessen Eintritt
in den Zellkern verhindern. Bei Aktivie-
rung phosphorylieren spezifische Kina-
sen IκB, welches daraufhin in Proteaso-
men abgebaut wird und den Eintritt
von NFκB in den Zellkern ermöglicht.
Hier bindet NFκB an spezifische DNA-
Sequenzen und reguliert damit die Ex-
pression verschiedener Gene. Zur Be-
endigung der Genexpression wandert
wiederum IκBα in den Zellkern, bindet das NFκB und transportiert es ins Zyto-
plasma zurück [73].
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NFκB reguliert die Expression einer großen Anzahl von Genen, die für inflam-
matorisch und immunologisch wirksame Proteine codieren, darunter Zytokine,
Chemokine und verschiedene Enzyme. Es sorgt so für die Chemotaxis von Ent-
zündungszellen wie Granulozyten, Lymphozyten oder Monozyten zum Ort der
Entzündung und unterhält den Entzündungsprozess durch verschiedene Protei-
ne, wie etwa TNF-α [73]. Seinerseits wird NFκB durch unterschiedliche Stimuli
aktiviert. Einige davon, wie etwa IL-1β und TNF-α, werden wiederum durch
NFκB hochreguliert. Es entsteht ein sich selbst unterhaltender Prozess, der zu
einer chronischen Inflammation des betroffenen Gewebes führen kann [73].
Bei einem chronisch-entzündlichem Krankheitsgeschehen wie der EPS könnte
man erwarten, dass NFκB gemäß den oben vorgestellten Sachverhalten eine we-
sentliche Rolle bei der Pathogenese der Erkrankung spielt. In dieser Studie wurde
die p65-Untereinheit des NFκB-Komplexes immunhistochemisch untersucht. Es
zeigte sich, dass NFκB in nahezu allen Zellen markiert und somit nachgewiesen
wurde. Erwartungsgemäß wurde in der statistischen Auswertung festgestellt, dass
die immunreaktiven Scores bei EPS-Patienten tatsächlich am höchsten lagen.
Bei den Gesamt-IRS zeigten sich hoch signifikant höhere Werte in der EPS-
Gruppe gegenüber der Urämie-Gruppe. Auch bei den Fibroblasten waren die IRS
bei den EPS-Patienten am höchsten, auch wenn hier im Post-Test das Konfidenz-
intervall knapp verfehlt wurde. Hier wäre möglicherweise eine größere Fallzahl
nötig gewesen, um mit der nötigen statistischen „Power“ eine Signifikanz zeigen
zu können. Bei den Fibrozyten lagen die Werte in der PD-Gruppe signifikant
höher im Vergleich mit der Urämie-Gruppe, die EPS-Gruppe lag auch hier nur
knapp außerhalb des Signifikanzbereiches. In Mesothelien lagen die Werte der
PD-Patienten ebenfalls signifikant höher als in der Urämie-Gruppe.
Bei den Gefäßen, Rundzellen und Granulozyten waren die IRS wiederum in
der EPS-Gruppe am höchsten, jedoch auch hier knapp außerhalb des signifikanten
Bereiches.
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Diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass NFκB an der Pathogenese der EPS
beteiligt ist und im Laufe des Krankheitsverlaufes eine zunehmende Aktivität
zeigt. Wie Strippoli et al herausfanden, hat NFκB auch im Rahmen der EMT eine
hochregulierende Funktion [71]. Die EMT wiederum ist assoziiert mit dem „high
transporter“-Status und damit ein möglicher Risikofaktor für die Entstehung der
EPS [67, 107].
Interessant ist hierbei auch, dass Angiotensin II in der Lage ist, NFκB in er-
heblichem Maße zu stimulieren. Dabei vermittelt das AT II seine Wirkung über
eine Inaktivierung von IκB, wobei sowohl AT1- als auch AT2-Rezeptoren beteiligt
zu sein scheinen [175]. Wolf et al fanden heraus, dass sich die NFκB-Aktivität
mit dem AT2-Rezeptorantagonist PD 123319 in einer AT2R-positiven und AT1R-
negativen Zellkultur reduzieren ließ, nicht jedoch mit dem AT1R-Antagonisten
Losartan [6]. Insbesondere die Infiltration von inflammatorischen Zellen zum Ort
der Entzündung scheint dabei über den AT2-Rezeptor vermittelt zu sein. Zur
Effektiven Blockade der NFκB-Stimulation durch das RAAS sollten demzufolge
ACE-Inhibitoren den AT1R-Antagonisten aus der Sartan-Stoffgruppe bevorzugt
werden [175].
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4.3 Diskussion der Laborparameter und klinischen Daten
Bei der Auswahl der Studienpatienten für diese Arbeit wurden diese hinsichtlich
ihrer persönlichen und klinischen Charakteristika „gematcht“. Das bedeutet, dass
die erhobenen Charakteristika innerhalb und vor allem auch zwischen den Stu-
diengruppen möglichst geringen Schwankungen unterliegen sollten. Durch dieses
Vorgehen sollte die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erhöht werden, insbesondere
mit Hinblick auf die Dauer der Peritonealdialyse bei den Patienten der PD- und
bei der EPS-Gruppe.
Die statistische Auswertung zeigte sowohl für sämtliche persönlichen und klini-
schen Patientendaten als auch für die Laborparameter nicht signifikante Ergebnis-
se. Die durchschnittliche PD-Dauer betrug in der PD-Gruppe 55.1 Monate und
60.0 Monate in der EPS-Gruppe.
Insgesamt ist das Patientenkollektiv somit als nahezu perfekt gematcht anzusehen,
die potentiellen Störeinflüsse wurden bestmöglich ausgeschaltet. Die histologi-
schen und immunhistochemischen Beobachtungen in dieser Studie sind ergo mit
hoher Wahrscheinlichkeit auf die pathologischen Prozesse während der Peritoneal-
dialyse zurückzuführen.
Die gematchte Dauer der Peritonealdialyse in der PD- und der EPS-Gruppe
erhöht zudem die Aussagekraft der beobachteten Veränderungen zwischen die-
sen Gruppen, da die Veränderungen folglich nicht auf die PD-Expositionsdauer
zurückführbar sind.
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4.4 Fazit - Zukunft der EPS in Therapie und Forschung
Durch die Ergebnisse dieser Studie wurden nach Kenntnis des Autors erstmals
die wichtigsten Komponenten des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems im
menschlichen Peritoneum mittels Immunhistochemie nachgewiesen. Es ist mit
großer Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass das RAAS die Funktion eines
parakrines Gewebehormon im Peritoneum besitzt.
Aufgrund seiner dargelegten Eigenschaften ist eine hypothetische Beteiligung des
RAAS bei fibrotisch-entzündlichen Prozessen im Rahmen der Peritonealdialyse
argumentativ plausibel. In dieser Arbeit konnte diese Hypothese durch eine redu-
zierte Expression von ACE 2 im Peritoneum bei EPS-Patienten möglicherweise
untermauert werden. Eine erhöhte Aktivität der profibrotischen ACE 1-/AT II-
/AT1R-Achse und konsekutiv des Aldosterons lässt sich anhand der Studiener-
gebnisse vermuten, wenn auch nicht abschließend beweisen.
In vorangegangenen in vitro- und in vivo-Studien konnten vorteilhafte Effekte
einer Blockade des RAAS in Zellkulturen beziehungsweise Tiermodellen fest-
gestellt werden. Daten zur Wirksamkeit solcher Therapien bei EPS-Patienten
stammen bislang aus retrospektiven Beobachtungen und zeigen zum Teil ermuti-
gende Resultate. Randomisierte, doppelt verblindete Therapiestudien im Sinne
einer 1a-Evidenz sind bislang nicht durchgeführt worden. Aufgrund der niedrigen
Inzidenz der EPS ist für eine solide Datengrundlage mit suffizientem Stichproben-
umfang ein Multi-Center-Ansatz auf internationaler Ebene erstrebenswert.
Der Nachweis des Vitamin D-Rezeptors im Peritoneum eröffnet eine weitere Mög-
lichkeit, Einfluss auf die Entzündungs- und Fibrose- Prozesse bei der Peritoneal-
dialyse zu nehmen. Die allgemein anerkannten, antifibrotischen und antiinflamma-
torischen Wirkungen des Vitamin D könnten möglicherweise auch im Peritoneum
ausgenutzt werden, zumal die Prävalenz von Vitamin D-Mangel bei PD-Patienten
äußert hoch ist.
Ein potentieller Mechanismus dieser Wirkungen könnte dabei sowohl über
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eine Dämpfung des RAAS als auch über direkten Einfluss auf die wichtigen EPS-
begünstigenden Mediatoren TGF-β1 und NFκB erfolgen. Beide angesprochenen
Zytokine wurden in dieser Studie im Peritoneum nachgewiesen, im Falle des
NFκB zeigte sich außerdem eine mögliche Hochregulation im Verlaufe der EPS.
Diese Arbeit liefert wertvolle Erkenntnisse über die Expression bedeutender, phar-
makologisch beeinflussbarer Komponenten des RAAS und gibt wichtige Anstöße
für weiterführende Studien zur Therapie und Prävention der EPS und der perito-
nealen Fibrose.
Insgesamt kann das RAAS als interessanter Angriffspunkt für die Etablierung
neuer Behandlungsstrategien der peritonealen Fibrose angesehen werden. Weitere
Grundlagenforschung zur Aufklärung der multifaktoriellen Pathogenese der EPS,
in welcher dem RAAS sicherlich nur eine Teilrolle zukommt, wird jedoch nötig
sein, um dieser mit hoher Morbidität und Mortalität verbundenen Erkrankung
wirksame medikamentöse Therapien entgegensetzen zu können.
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Zusammenfassung
Diese experimentelle Studie untersuchte mit immunhistochemischen Methoden
die Expression des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) sowie des
Vitamin D-Rezeptors und der Zytokine TGF-β1 und NFκB im menschlichen Pe-
ritoneum. Zudem wurde durch den Vergleich verschiedener Stadien der perito-
nealen Fibrose eine mögliche Beteiligung dieser Moleküle beziehungsweise der
zugrundeliegenden Hormonachsen bei der Pathogenese der enkapsulierenden
Peritonealsklerose (EPS) untersucht.
Insgesamt wurden 49 Patienten in die Studie eingeschlossen und in die Gruppen
der Urämie, der Peritonealfibrose und der EPS eingeteilt. Die untersuchten Gewe-
beproben wurden im Rahmen operativer Eingriffe zu definierten Zeitpunkten mit
Einverständnis der Patienten gewonnen, zudem wurden verschiedene klinische
Charakteristika und persönliche Daten der Patienten erhoben. Hinsichtlich dieser
Daten wurde das Patientenkollektiv „gematcht“, um die Vergleichbarkeit der
beobachteten Ergebnisse zu erhöhen.
Alle untersuchten Moleküle konnten mit immunhistochemischen Methoden in
den Peritonealgeweben nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte gezeigt
werden, dass Blutgefäße in EPS-Patienten signifikant niedrigere immunreaktive
Scores (IRS) für das Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE 2) aufwiesen (p <
0.05). Zudem ergaben sich Hinweise darauf, dass der Mineralocorticoid-Rezeptor
in Blutgefäßen von EPS-Patienten eine erhöhte Aktivität zeigt (p < 0.01). Dar-
über hinaus zeigte die Auswertung der NFκB-Ergebnisse, dass EPS-Patienten die
höchsten IRS erzielten (p < 0.01).
Die Ergebnisse dieser Studie weisen darauf hin, dass das RAAS eine wich-
tige Rolle in der Entstehung der EPS spielen könnte. Aus einer verminderten
Aktivität des ACE 2-vermittelten Signalwegs könnte ein Überwiegen des als profi-
brotisch angesehenen ACE 1-/AT II-/AT1R-Signalwegs mit hierdurch induzierter
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Aldosteron-Aktivierung resultieren. Ebenso scheint der wichtige Entzündungsme-
diator NFκB im Rahmen der EPS hochreguliert zu sein.
Aus dieser Arbeit ergeben sich relevante Erkenntnisse über die Expression wichti-
ger Bestandteile des RAAS im Peritoneum. Zudem wurde ein möglicher Patho-
mechanismus über dieses Hormonsystem aufgezeigt, welcher Anregungen für
weiterführende Grundlagenforschung gibt.
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